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RESUMEN

En~este trabajo se sintetizaron NP de alimina controlando su morfologia y
propiedades mediante, utilizando diferentes relaciones molares de alcéxido:agua
(1:1.5, 192’5y 1:3.5) y glicerol como aditivo para optimizar sus propiedades y
evaluar su-efecto en la toxicidad de las NP. Se empleé tri-sec-butoxido de
aluminio coma@_precursor del metal y HNOs como catalizador de sintesis. Los
polvos secos se galcinaron a 600 °C, 2°C/min durante 2 h y se caracterizaron
con diferentes técnicas: infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), difraccién
de rayos X (XRD), dispersion de luz electroforética (ELS), dispersion de luz
dindmica (DLS), fisisorcién“de nitrégeno y microscopia electronica de barrido
(SEM). Los ensayos de toxiCidad aguda se llevaron a cabo con los modelos
biolégicos Artemia salina y EiSenia foetida para evaluar la ecotoxicidad de las
NP.

Los tres nanomateriales (1:15, 1:2.5 y 1:3.5) presentaron la fase cristalina
gamma-alimina, y los tamafos”de cristalito calculados con la ecuacion de
Scherrer fueron de 57, 59 y 56_nm, mientras que el tamafio hidrodinamico en
agua fue de 515, 1743 y 145 nm, respectivamente. El potencial zeta a pH 7, fue
de +12.9 mV y + 9.24 mV para la Sintesis 1115,y 1:2.5 y -5.27 mV para la
sintesis con la mayor proporcion de‘agua (1:3¢5), La modificacién de las
relaciones molares tuvo un efecto en las propiedades texturales del material y
la mesoporosidad de la superficie. Los valores del area superficial especifica,
determinada mediante el método Brunauer-Emmett-Teller (BET), fueron 266,
218 y 222 m?/g para las distintas muestras, mientras los tamafos promedio de
poro oscilaron entre 5.6 y 7.9 nm.

Para evaluar la toxicidad, se expusieron nauplios de Artemia salina’durante 48 h
a diferentes concentraciones de nanoparticulas (125, 100, 75, 50 y;25mg/L),
junto con su respectivo control y dicromato de potasio como toxico de referencia.
La exposicion a las diferentes nanoparticulas mostré una baja toxicidad; con
valores de CLsp muy cercanos entre si de 185.85, 144.95y 174.65 mg/L para'las
relaciones molares 1:1.5, 1:2.5 y 1:3.5, respectivamente, sin diferencias
estadisticas significativas entre ellas (p > 0.05), pero con diferencias
significativas respecto al K2Cr.07, con un CLsp de 9.9 mg/L. Este bajo nivel de

toxicidad fue
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confirmado mediante el marcador fluorescente naranja de acridina, donde se
observo una fluorescencia verde opaca en los nauplios expuestos indicando el
baje-dano celular. En contraste, los nauplios expuestos al KoCr.O7 mostraron una
fluoresCencia verde intensa, lo que confirma los severos dafios celulares,
probablemente causados por necrosis 0 apoptosis avanzada, lo que explica el
alto niumero.de nauplios muertos. Los ensayos con el modelo de Eisenia foetida,
también confirma la baja toxicidad de las NP, ya que no se registraron muertes
durante los 14 dfas'de exposicidn a las diferentes concentraciones de las NP con
respecto al toxico™ eloroacetamida. El analisis de la pérdida de peso de las
lombrices revelo que existen diferencia significativas (p < 0.05), entre la sintesis
y la concentraciones, siendo‘la sintesis con mayor relacion molar de agua 1:3.5
la que muestra un menor efeeto en la pérdida de peso de las lombrices, lo que
sugiere que las propiedades”fisicoquimicas, especificamente la superficie
especifica, el volumen de poro, ygel potencial zeta negativo, estan directamente

relacionadas con la baja toxicidad observada en Eisenia foetida.
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ABSTRACT

In“this.work, alumina NPs were synthesized, controlling their morphology and
properties; using different molar ratios of alkoxide:water (1:1.5, 1:2.5 and 1:3.5)
and glycerol as an additive to optimize their properties and evaluate their effect
on the toxicity of NPs. Aluminum tri-secbutoxide was used as a metal precursor
and HNO:s as a synthesis catalyst. The dried powders were calcined at 600 °C, 2
°C/min for 2 h and~characterized with different techniques: Fourier transform
infrared (FTIR), X-ray diffraction (XRD), electrophoretic light scattering (ELS),
dispersion dynamic lightianalysis (DLS), nitrogen physisorption and scanning
electron microscopy (SEM).

The three nanomaterials (1:1.5, 1:2.5 and 1:3.5) presented the gamma-alumina
crystalline phase, and the crystallite sizes calculated with the Scherrer equation
were 57, 59 and 56 nm, while the Aydrodynamic size in water was 515, 1743 and
145 nm, respectively. The zeta potential at pH 7 was +12.9 mV and + 9.24 mV
for the 1:1.5 and 1:2.5 synthesis and=<5.27 mV for synthesis with the highest
proportion of water (1:3.5). The"modification of the molar ratios influenced the
textural properties of the material and-the mesoporosity of the surface. The values
of the specific surface area, determin€d by the” Brunauer-Emmett-Teller (BET)
method, were 266, 218 and 222 m?/g for the different-samples, while the average
pore sizes ranged between 5.6 and 7.9 nm.

To evaluate the toxic effects, Artemia salina nauplii were exposed for 48 h to
different concentrations of NP (125, 100, 75, 50, and 25'mg/L), along with their
respective control and potassium dichromate as a referenceé toxicant. The
exposure to the different nanoparticles showed low toxicity, with. CLso values very
close to each other: 185.85, 144.95, and 174.65 mg/L for the molarratios 1:1.5,
1:2.5, and 1:3.5, respectively, with no statistically significant differences/between
them (p > 0.05), but with significant differences compared to K2Cr2Qzs which
presented an CLso of 9.9 mg/L. This low level of toxicity was confirmed using.the
fluorescent marker acridine orange, where a green fluorescence was observed
in the nauplii exposed, indicating low cellular damage. In contrast, nauplii
exposed to K2Cr207 showed green fluorescence, confirming severe cellular

damage, probably caused by necrosis or advanced apoptosis, explaining the high
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mortality rate of the nauplii. The assays with the Eisenia foetida also confirmed
thesow toxicity of the NP, as no mortality was recorded during the 14-day
exposure to different nanoparticle concentrations compared to the toxicant
ethylenediamine. The analysis of weight loss in the worms revealed significant
differenceés~(p < 0.05) between the synthesis and concentrations, with the
synthesis with_the highest water molar ratio (1:3.5) showing the least effect on
weight loss. Thisysuggests that the physicochemical properties, specifically the
surface area, porewolume, and negative zeta potential, are directly related to the

low toxicity observed-in Eisenia foetida.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Al»0%. Oxido de aluminio

IUPAC? Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (International Union of
Pure and’Applied Chemistry)

Np: Nanopatrticulas

Nm: Nandémetros

Cm: Centimetros

PVA: poli (acetato de.vinilo)

pH: Potencial de hidrogeno

rpm: Revoluciones por minuto

OECD: Organizacién para la Gooperacién y el Desarrollo Econémicos
DRX: Difraccion de rayos X

FTIR: Espectroscopia Infrarroja por. Transformada de Fourier

SEM: Microscopia electronica de barrido

DLS: Dispersion de luz dindmica

ELS: Dispersion de luz electroforética

{: Potencial zeta
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1.1 Introduccién

En<los ultimos afos, la nanotecnologia ha despertado gran interés en la
comunidad cientifica (Harinisri et al., 2023), con un aumento significativo en la
produccién.-de nanomateriales, un impacto en la industrializacion y su
comercializaeign en todo el mundo. Como resultado, la poblacion ha podido
acceder a una mayor de ellas, lo que ha contribuido a mejorar su bienestar a
corto plazo y a bajo_costo (Hu et al., 2010). Las nanoparticulas (NP), son
consideradas como-'un elemento clave para el desarrollo de productos
industriales de nueva)sgeneracion (Ogolo y Onyekonwu, 2021). Los
nanomateriales se fabrican” en rango de tamafio que va desde 1 a 100
nanometros (nm), una escala’ que corresponde a la millonésima parte de un
milimetro (Nel et al., 2006).

Los nanomateriales se obtienen por diversos métodos de sintesis, como la
precipitacion, la sintesis hidrotermal y el proceso sol-gel. Estas técnicas permiten
ajustar las propiedades fisicas‘\yvquimicas.de las NP, confierendoles un gran
potencial para su aplicacion en diversos ‘sectores: industriales, biomédicos,
incluso en productos de uso diario ‘(Feng «y “Johnson, 2013). Entre los
nanomateriales que destacan, el 6xido~de aluminioy también conocido como
alimina, es de los nanomateriales mas versatiles”y_ ampliamente utilizados
debido a sus excepcionales propiedades como su estabilidad térmica y alta
dureza, cualidades que le permiten una gran variedad de aplicaciones, como en
la industria ceramica, el soporte de catalizadores, fabricaciéh.de dispositivos
laser y en el tratamiento de aguas residuales (Jalili et al., 2022; Milani et al.,
2020).

Sin embargo, algunos estudios han documentado los posibles ftiesgos
ambientales y a la salud humana que pueden representar estas NP de alUmina
(Doskocz et al., 2017; Nogueira et al., 2020), y su afecto negativo en [0s
ecosistemas y organismos existentes (Chahardoli et al., 2020; Zhang et al.,
2021). Por otra parte, se ha reportado que las NP de 6xido de aluminio no dafian

al ecosistema; no obstante, se debe ser cuidadoso al considerar el tipo de
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nanomaterial, sus caracteristicas superficiales, pH, salinidad, ya que estos
pueden influir en su impacto ambiental. Es por ello, el énfasis de seguir
realizando pruebas para evaluar el posible nivel de toxicidad en sus diversas

aplicageiones, a fin de asegurar la bioseguridad (Zheng et al., 2019).

Al respecto, algunos estudios han sefalado la importancia de realizar pruebas
de ecotoxicidad estandarizadas, especialmente debido a la magnitud de las
actividades relacionadas con las NP de alimina. Organismos como la lombriz
californiana, Eisenia.foetida, han sido propuestos como modelos confiables para
evaluar la toxicidad de.estos materiales, siendo su uso altamente recomendado
por la ISO 17512-1:2008 (nternational Organization for Standardization [ISQO],
2008).

La especie Eisenia foetida, conocida como lombriz californiana, es ampliamente
utilizada en estudios de ecotoxicologia y.toxicologia debido a su capacidad de
tolerancia a diversas temperatlras.y humedad. Ademas, estas lombrices son
mas susceptibles a contaminantes/metalicos’en el suelo en comparacién con
otros organismos (Neuhauser et al.4#1985; Wang et al., 2012). Otro organismo
recomendado por la ISO/TS 20787:2017 (ISO, 2017) como modelo confiable
para evaluar la toxicidad de los nanomateriales es_la_Artemia salina, conocida
como camarédn de salmuera, que se distingue por su facilidad de cultivo, tamafio
y adaptabilidad en condiciones adversas (Lewan et al., 1992). Su alta capacidad
para absorber contaminantes en aguas salinas lo convierte_en uno de los
invertebrados mas utilizados para evaluar la toxicidad de las NP(Bhuvaneshwari
et al., 2018).

Por lo anterior, en el presente trabajo se evaluo la ecotoxicidad con diferentes
NP de 6xido de aluminio, en las cuales se utilizé una variaciéon de agua con.el
método de la sintesis. El objetivo de esta modificacion fue reducir la toxicidad/de
las NP de alimina en los modelos biolégicos propuestos, que incluyen las

especies Eisenia foetida y Artemia salina.
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2.1. Oxido de aluminio

El“6xido de aluminio es un material inorganico que estd compuesto por dos
atomes.de aluminio y tres atomos de oxigeno. Su formula quimica es Al203 y es
un material ceramico excepcionalmente utilizado por sus propiedades fisicas
(resistenciaeléctrica y resistencia a la corrosion) y quimicas (dureza y
resistencias ante altas temperaturas) (Hassanpour et al., 2018; Grande et al.,
2023). Estas propiedades permiten que la alimina tenga diversas aplicaciones
como aditivo en alimentos, sustancias dentales, productos de higiene, y en los

tratamientos de aguas+esiduales oleosas (Ejileugha et al., 2022).

2.2. Propiedades del 6xide“de aluminio

Las NP de alimina (Al203) mejoran la dureza y la resistencia al desgaste de los
compuestos a los que se afladen. Al incorporar NP de TiO2 y CuO en una matriz
de aluminio, se logra un nanocompuesto con superiores propiedades mecanicas.
Este muestra un notable aumento en microdureza y resistencia, y con €l se
reduce la tasa de desgaste. Dicho cambio en los mecanismos de desgaste,
abrasion y adhesion se atribuye-a la presencia de estas NP (Ahmadi y Siadati,
2018).

La estabilidad térmica de los compuestos reforzados con NP de 6xido de
aluminio es notablemente alta. Al fabricar recubrimientos de nanocompuestos
Al203/SisN4 sobre una aleacion de aluminio mediante oxidacion electroquimica
por plasma, se logran aumentos significativos en la dureza, pasando de 380+50
HV a 712+36 HV (hardness vickers). Estos recubrimientos no s0lo muestran una
mejora en la dureza, sino que también ofrecen una resistencia superior en
comparacion con los recubrimientos anodizados convencionales (Mohammadi et
al., 2016).

Por otra parte, los nanomateriales de alimina son reconocidos por “sus
excelentes propiedades como aislantes eléctricos. Las propiedades eléctricas de
las peliculas delgadas de 6xido de aluminio amorfo demostraron que el Al20s3,
con un ancho de banda de 9.9 eV, es un material prometedor. Ademas, esta

investigacion sugiere que las peliculas de alimina preparadas mediante
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deposicion laser pulsada podrian servir como materiales de alta constante
dieléctrica, resaltando el potencial de los nanomateriales de alimina como
aislantes eléctricos de alto rendimiento para aplicaciones en la proxima

generacion de dispositivos electronicos (Katiyar et al., 2005).

La biocompatibilidad de los nanomateriales de Al.O3z también es de particular
interés en aplicaciones biomédicas, pues las NP de alimina pueden mejorar la
resistencia del adhesivo de alcohol polivinilico (PVA) en condiciones hiumedas y
a altas temperaturas.“‘Ante esto, los investigadores reportaron que la inclusion de
NP en el PVA mejoraba_significativamente la resistencia al cizallamiento de las
juntas de madera en todasAas condiciones, indicando que el 6xido de aluminio
podria tener aplicaciones prometedoras en el campo biomédico debido a su
capacidad para mejorar las propiedades mecanicas de los compuestos en los

gue se incorpora (Kaboorani y Riedl; 2012).

Sin embargo, en el &mbito de_la catalisis y la adsorcion, las NP de 6xido de
aluminio han demostrado ser altamente efeetivas. En un estudio se exploraron
las propiedades aislantes de nanofluidos desnitruro de aluminio en aceite de
transformador, demostrando que estas_NP mejoraban significativamente las
propiedades aislantes y térmicas, lo ‘edal es crucial para su aplicacién en
sistemas de energia y dispositivos eléctricos. Este enfoque de nanofluidos abre
nuevas vias para el desarrollo de materiales con un mejor. -desemperfio catalitico

y de adsorcion (Liu et al., 2016).

2.3.Fases cristalinas del 6xido de aluminio

La alumina (Al203) puede presentar diversas fases cristalinas, cadasuna con
estructuras y propiedades especificas (Nogueira et al., 2020; Sofroneviet al.,
2022). Dichas etapas se describen en los siguientes parrafos:
e Fase a-AlkOs: es la mas estable y densa, con estructura hexagonal
compacta. Se utiliza en aplicaciones que requieren alta resistencia “al

desgaste y estabilidad térmica.
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e Fase y-Al20s: tiene una estructura cubica y es menos densa que la a-Al2Os.
Es conocida por su alta area superficial y actividad catalitica, lo que la hace
atil en catélisis y como soporte catalitico.

e Fases 6, 6, y n-Al203: son fases de transicion que se pueden formar
durante el proceso de calcinacion antes de alcanzar la fase a. Tienen

aplicaciones especificas en funcion de su estructura y propiedades.

2.4. Aplicaciones deloxido de aluminio

Las NP de éxido de aluminio juegan un papel crucial en la mejora de la eficiencia
de las células solares de arseniuro de galio (GaAs) al ser decoradas con NP de
plata controladas por tamano, fabricadas mediante deposicion enmascarada a
través de plantillas de 6xido‘de”aluminio anddico. La fuerte dispersion por los
plasmones de superficie interactuantes en NP de alta relacion de aspecto
aumenta efectivamente la trayectaria~6ptica de la luz incidente en las capas
absorbentes, lo que resulta en‘un.incremento del 8 % en la densidad de corriente
de cortocircuito de la célula. ‘Esta~funcionalidad dual de las NP plasmonicas
permite capas fotovoltaicas mas delgadas‘en’las células solares (Nakayama et
al., 2008).

Por otro lado, el uso de NP de 6xido de aluminio en_recubrimientos protectores
ha demostrado ser efectivo en la proteccion contra la oxidacion y el desgaste.
Por ejemplo, la generacion de NP de aluminio mediante ablacion de aluminio en
liqguidos con pulsos laser cortos ha producido NP altamente‘estables, las cuales
muestran una coloracion amarilla y un aumento de la absorcién.éptica entre 300
y 400 nm tras la ablacién con pulsos femtosegundos, posiblemente”debido a la
resonancia plasmoénica de Al nanométrico. Estas soluciones coloidales_de NP
podrian servir como recubrimientos protectores eficaces contra la oxidacion y la

corrosion (Stratakis et al., 2009).

Asimismo, dichas soluciones coloidales se han utilizado como soportes
cataliticos para mejorar la eficiencia de los procesos cataliticos. Por ejemplo, el
autoensamblaje ultrarrapido y la estabilizacion de NP reactivas en peliculas de

oxido de grafeno reducido demuestran como las NP de aluminio pueden ser
10
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incorporadas en matrices conductoras para aplicaciones en almacenamiento de
energia electroquimica, catdlisis y dispositivos energéticos. Este enfoque de
fabricacion ultrarrdpida se aplica a una amplia gama de materiales, como el
aluminio,,con lo que se indica su potencial como catalizadores y soportes

cataliticos.eficientes (Chen et al., 2016).

2.5. Métodos devobtencion del 6xido de aluminio

En general, la sintesis de NP de 6xido de aluminio implica varias técnicas y
métodos fisicos y quimicos. Los métodos quimicos, como la precipitacion
hidrotermal y el sol-gel, son preferidos por su capacidad para controlar la
morfologia, el tamafio y las.propiedades superficiales de las NP. Por ejemplo, la
técnica de molienda en condiciones de baja temperatura, conocida como
cryomilling, se ha utilizado para‘la sintesis de NP de aluminio y es conocida por
la ultrarrefinacion del tamafio de la\particula y la supresion de la tasa de
oxidacion durante la sintesis; lo que es crucial para el aluminio, un metal
altamente reactivo y propenso-a_la oxidacion o la nitridacion en la nanoescala

(Kumar y Biswas, 2019).

Por otra parte, la sintesis quimica abarca.una gamayde métodos sofisticados que
ofrecen control preciso sobre las caracteristicas finales de las NP, incluyendo su
tamafio, forma y propiedades superficiales. Estos_métodos no solo son
fundamentales para la investigacion basica, sino ~que también tienen
aplicaciones practicas en numerosos campos tecnoldgicos y cientificos
(Karmaoui et al., 2013). Entre las técnicas destacadas en la sintesis quimica de
NP de 6xido de aluminio, la ablacién laser en liquidos se presenta,como una
técnica avanzada que permite la produccion controlada de NP. La metodologia
desarrollada por McClain et al. (2015) demuestra un enfoque efeCtivo para
controlar el tamafio de los nanocristales de aluminio. Para ello se utilizanajustes
en las proporciones del solvente. Este método no solo permite un control rigaroso
sobre las dimensiones de las NP, sino que también las convierte en un enfoque
prometedor para el desarrollo de nanomateriales innovadores y respetuosos

para el medioambiente.

11
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Ahora bien, el método sol-gel se destaca por su versatilidad y capacidad para
controlar las propiedades de diversos materiales, como el tamafio de la particula,
el“area superficial y la morfologia. Este proceso involucra la hidrélisis de los
precursores, la condensacion que forma un gel, el envejecimiento del gel, el
secado para obtener un material poroso (xerogel) y el tratamiento térmico a altas
temperaturas’que promueve la densificacion y la cristalizacién del material, con

lo que se obtienen las caracteristicas finales deseadas (Bokov et al., 2021).
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Figura 1.- Etapas del proceso sol- gel para la‘obtencion de'\NP"de Al203. Adaptado de Sol-gel science.

The Physics and Chemistry of sol-gel'proeessing, porBrinker y Scherer, 1990.

En esta investigacion se desarroll6 una membrana nanecompuesta de poliamida
que incorpord NP de alimina a través del método sol-gel) la cual se disperso
uniformemente dentro de la matriz de poliamida, con lo quesse dieron mejoras
significativas (Saleh y Gupta, 2012). Asi no solo se confirmd 1awviabilidad de los
nanocompuestos de poliamida y aliumina, sino que también se abrieron las
puertas a sus aplicaciones en filtracion y purificacion de agua. Por otre lado, se
obtuvieron nanopigmentos de aluminato de cobalto (CoAl204) mediante el sol-
gel, demostrando la capacidad de controlar el tamafio de las NP¢y sus
propiedades colorimétricas mediante la temperatura de sintesis. Las_INP
resultantes mostraron un tamafio promedio entre 2.5y 6.2 nm y exhibieron las
propiedades magnéticas y el color caracteristico del CoAl204 (Karmaoui et al.,
2013).

12
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De otra parte, el método de Yoldas (1975) es una variante del método sol-gel
disefiado especificamente para la sintesis de oOxidos de aluminio. Este se
caracteriza por su capacidad para producir 6xidos de aluminio de alta pureza y
uniformidad en la distribucion del tamafio de particula. Este método es
ampliamente reconocido en la literatura cientifica por su eficacia para producir
materiales‘.ceramicos avanzados con aplicaciones en catalizadores, soportes
cataliticos y materiales refractarios. Estos métodos innovadores prometen un
futuro lleno de posibilidades, donde los materiales nanoestructurados juegan un
papel crucial en el avance de diversidad aplicaciones. La utilizacion de estas
técnicas de sintesis @abre un abanico de posibilidades para el disefio de
materiales avanzados con- propiedades especificas, adecuadas para una
variedad de aplicaciones. Ellono solo amplia la comprension de los materiales
compuestos a nivel nanométri€o, sino que también allana el camino para el
desarrollo de nuevas tecnologiassal’'marcar el inicio de una era emocionante en

el disefio y la aplicacion de materialesavanzados.

2.6. Generalidades de la Eiseniafoetida

La Eisenia foetida, también conocida_eomo lombriz californiana (Figura 2), es un
tipo de anélido invertebrado compuesto por anillesen todo su cuerpo. Dentro de
Sus arcos vasculares se encuentran cineo estructuras en forma de bulbo que
actlian como corazones, que bombean eficazmente la sangre a través del cuerpo
alargado. Su sistema muscular les confiere una gran capacidad de movimiento
para desplazarse en todas las direcciones. Aunque carecen_de 0jos, poseen
células a lo largo de su cuerpo que las hacen sensibles a la luz;_por lo que evitan
Su exposicion a la luz solar, dado que los rayos ultravioleta pueden matarlas en

cuestion de segundos.

La E. foetida puede adaptarse a un intervalo de temperatura que va desde\los a
42 °C; sin embargo, su temperatura 6ptima es aquella entre los 15 °C y 22 °C.
Estos organismos son hermafroditas porque poseen oOrganos sexuales
masculinos y femeninos, aunque necesitan otra lombriz para aparearse y
reproducirse. Cuando salen del cocén o capullo son de un color blanco, pero

después de seis dias se tornan rosadas, y cuando llegan a la etapa de adultez
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cambian a un color rojizo oscuro y pueden medir de 6 a 8 cm. Estas lombrices
en_particular pueden aparearse cada siete dias, una vez que poseen el clitelo
(etapa.adulta), y pueden vivir normalmente hasta cuatro afios. Sin embargo,
algunes estudios mencionan que dichas lombrices logran vivir hasta 16 afios en
condiciones-adecuadas (Kolesnyk et al., 2018; Hernandez et al., 1997; Fuentes,
1987).

......

Sistefa Corazones

nervioso

Faringe

Vaso
sanguineo

Boca Buche

Organos
reproductores

Molleia__
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digestivo
Figura 2.- Partes de la lombriz'Eisenia foetida(lldstracion tomadas del software BioRender)

Esta especie es importante en los'suelos debido a su capacidad para enriquecer
y preservar su textura y estructura® Asimismo, las lombrices proporcionan
aeracion y los nutrientes necesarios para-tener suelos ricos en materia organica.
En la agricultura, las lombrices son utilizadas en_el lombricompostaje para
producir humus (abono organico), que favorece "elsenriquecimiento y/o la

regeneracion de los suelos (Loza et al., 2010).

Igualmente, la 1ISO 17512-1:2008 (ISO, 2008) ha estandarizado la lombriz
californiana como modelo confiable para evaluar la calidad del sueloy el efecto
toxico de diversos contaminantes. Romero et al. (2017) reportaren, que las
lombrices son mas susceptibles a contaminantes metélicos que) otros
invertebrados del suelo (acaros, termitas y hormigas), debido ay/sus
caracteristicas: tamafo, biomasa y comportamiento. Por ende, se han heche
estudios evaluando la toxicidad de diversas NP metalicas, como TiO2, ZnOy
AgNOsy F203 (Samarasinghe et al., 2023; Diez et al., 2015; Lahive et al., 2023;
Zhang et al., 2021b).
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Adicionalmente, la Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD, 1984) evalud la toxicidad de nanomateriales en el suelo al utilizar la
lombriz californiana, por lo que se propusieron dos pruebas de ensayo de
toxicidad.aguda: a) la prueba en papel filtro, exponiendo a las lombrices durante
48 a 72 h;.y-b) la prueba en el suelo artificial, compuesto por turba de musgo de
Sphagnum._Esta materia organica es un nutriente esencial, pues permite simular
las condiciones de un suelo natural; ademas, la arcilla de caolin ayuda a
estabilizar y dar‘Consistencia al suelo; y, finalmente, la arena industrial ayuda a
mejorar la textura .del suelo y la aireaciébn durante la exposicion de este

organismo, es decir, dé 7.a 14 dias (Martinez et al., 2019; OECD, s.f.).

2.7. Generalidades de la Artemia salina

La Artemia salina es un crustdceo acuatico que pertenece al grupo de los
braquiépodos, que pueden alcanzar hasta 800 um de longitud cuando llegan a
la adultez. Su cuerpo esta cubierto por un_caparazén blando y se divide en tres
partes principales: una cabezasCon.un 0jo central (ojo de nauplio), un térax con

una serie de piernas nadadoras'y un abdomen.delgado (Figura 3).

Este organismo experimenta un ciclo /e, vida completo que pasa por cuatro
estadios anatdmicos y morfolégicos durante su crecimiento, desde la eclosion de
quistes hasta alcanzar la adultez. Cuando la larva yrecién eclosiona, se
caracteriza principalmente por su ausencia de segmento corporal y tracto
digestivo aun en formacion, por lo que se presenta un colorfaranja y se cuenta
con un ojo central en la cabeza (ojo de nauplio). En este periodo las larvas
pueden medir entre 125 a 250 pm, y luego pasan al segundo_estadio de
metanauplio, donde se hace evidente la formacion de su tracte-digestivo.
Posteriormente, estas pasan al tercer estadio, donde se presenta el dimaorfismo
sexual, lo que significa que existen variaciones morfoldgicas entre los individuos
masculinos y femeninos a medida que crecen. Una de estas es que las antenas
de los machos se transforman en pinzas fuertes, las cuales sirven para el acto
copulativo; mientras tanto, las hembras desarrollan unas pinzas pequefias con

forma de hoja. Finalmente, en el dltimo estadio, las larvas alcanzan la adultez.
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Ahora bien, las larvas pueden adaptarse a distintas temperaturas desde los 6 °C
hasta los 35 °C. Un rasgo distintivo de estas es que nadan en posicién invertida,
lo gue hace que puedan desplazarse con gran facilidad en el agua. En suma, es
una especie cosmopolita con una distribucion mundial (Food and Agriculture
Organization [FAQ], 1996; Herndndez y Acosta, 2021).

A Antenas

» «<—— Ojo de nauplio

Mandibulas [ Inte=ting

N |
|

’
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Telson )

~—

~

Figura 3.- Partes de la Artemia salinajen fase‘nauplio. llustracion del software BioRender

Los nauplios de las Artemias se usan_principalmente en la acuicultura por su
fuente de vitaminas, lipidos y proteinas, lo Que los hace esenciales para
alimentar a peces, flamencos y crustaceos. La A._salina es importante en las
aguas salinas por ser un filtrador no selectivo, dado qué-captura todo lo que se
encuentra suspendido en la columna de agua. Este organismo tiene la capacidad
de bioacumular contaminantes como plaguicidas, metales pesados Yy
compuestos metalicos, entre otros, lo que ayuda a depurar, este tipo de
sustancias y/o elementos que dafian los ecosistemas acuaticos salinos (Wood
et al., 2023). Por lo tanto, se consideran mejores filtradores_qgue otros
invertebrados del agua (mejillones, ostras y copépodos), debido a ‘gue, estos
organismos son selectivos a la hora de consumir particulas (Libralato, 2014).

Algunos estudios han evaluado la toxicidad de distintas NP, como Cas(ROa4)3
(Monteiro et al., 2023), TiO2 (Thiagarajan et al., 2022) y CuO (Madhav et al,
2017), y con ello se ha observado que los distintos materiales pueden tener
efectos toxicolégicos en la Artemia salina. Por consiguiente, la ISO/TS
20787:2017 (I1SO, 2017) ha estandarizado la Artemia salina como modelo
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confiable para evaluar la toxicidad de los nanomateriales en aguas salinas,
debido a que esta tiene la calidad necesaria y es susceptible a la contaminacion
ambiental. No obstante, la OECD (1984) utiliza el crustaceo A. salina para
evaluar la‘toxicidad de plaguicidas y productos quimicos industriales en aguas
salinas. Esta especie se utiliza ampliamente en este tipo de ensayos debido a su
facilidad de‘cultivo y su capacidad de adaptarse a condiciones ambientales
adversas, entrelotras caracteristicas que la convierten en un organismo modelo
ideal (OECD, 1998):

2.7. Antecedentes

El estudio del efecto toxice”que puede tener el 6xido de aluminio en forma de
nanomeétrica tiene mayor interés académico en la evaluacion de la bioseguridad
de estos nanomateriales. Pawulatinamente aparecen nuevos trabajos de
investigacion que buscan probar el'nivel de ecotoxicidad e impacto que tiene en
el medioambiente y en diversos seres vivos. Sin embargo, a medida que estos
nanomateriales encuentran aplicaciones/mas amplias en las industrias y los
productos de consumo, surge'lasnecesidad de investigar detalladamente su
interaccion con los sistemas biolégicos! Se hasreportado que la toxicidad de las
NP de Al203 se ha examinado en varios estudios; mostrando efectos diversos

dependiendo del tamafio de las particulas:

En un estudio realizado por Jiang et al. (2009) compararon la toxicidad de
diferentes nanoparticulas de oOxido de aluminio, silicio, titanio y zinc hacia
distintas bacterias. Los resultados mostraron que todas las NPa excepcion del
oxido de titanio, presentaron mayor toxicidad en comparacion, con sus
equivalentes en forma de microparticulas. Especificamente, las NP de alimina
exhibieron una tasa de mortalidad del 57 % en Bacillus subtilis,” 36-,% en
Escherichia coli, y 70 % en Pseudomonas fluorescens a una concentracion de
20 mg/L. estos hallazgos sugieren que la toxicidad de los nanomateriales esta
asociada al area superficial y la reactividad, lo que resalta la importancia ‘de

considerar estas propiedades en la evaluacion ambiental y biologicos.
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Asimismo, en un estudio de Huanhua et al. (2009) evaluaron la toxicidad de las
NP _de Al203 y a granel comercial (Acros) en la especie Caenorhabditis elegans
enwun’medio acuoso, bajo condiciones agudas utilizando concentraciones de 0.7,
1.3 ,2.7, 6+7, 10.0 y 13.3 mg/L. Los resultaron indicaron que las nanoparticulas
eran toxiCas para las C. elegans y afectaban su capacidad productiva. Sin
embargo, los' autores concluyeron que la toxicidad esta influenciada por sus
propiedades quimicas y fisicas, estos hallazgos enfatizan en la importancia de
considerar las earacteristicas de los nanomateriales en la evaluacion de su

ecotoxicidad.

Ademas, Sadiq et al. (20%1) estudiaron los efectos de las NP de Oxido de
aluminio comercial (Sigma-Aldrich, <50 nm) en fase gamma y polvo de alimina
a granel (<5um) en las microalgas.Scenedemus sp. y Chlorella sp. Este estudio
se centro en determinar si habia inhibicion del crecimiento, exponiendo a ambas
especies en condiciones agudas empleando concentraciones de 3, 6,12, 24, 48,
96 y 192 mg/L. Los resultados-mostraren una disminucién en el contenido de
clorofila en las células tratadas tanto,con NP como alimina a granel, lo que indico
toxicidad. Esta reduccion en el contenido de~clorofila se correlacioné con el
aumento del tamafo hidrodinamico/ en cambio®“en las algas favorecieron la
agregacion de las nanoparticulas dondesatreves el FTIR observaron que la
quimica de la superficie de las células interactda significativamente entre las
particulas y la pared celular, por lo que concluyensque las células de la
Scenedemus sp., en los agregados de nanoparticulas de alimina podria tener
un papel fundamental en la toxicidad en estas especies.

En el estudio de Burklew et al. (2012) evaluaron el efecto de las NP_de alimina
en las semillas de tabaco Nicotiana tabacum para investigar su potenecial en la
regulacion de microARN. Las semillas fueron expuestas a diferentes
concentraciones 0, 0.1, 0.5y 1.0 %. Los resultados mostraron que, a medida gue
aumentaba la concentracion de NP, la biomasa promedio y la longitud de la raiz
del tabaco disminuian. Sin embargo, se observé un aumento significativo en el
perfil de microARN. A pesar de estos cambios, las NP de Al2O3 no afectaron de

manera significativa la tasa de germinacion de las plantulas de tabaco.
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Por otro lado, Pakrashi et al. (2013) examinaron la toxicidad de NP de Al203
hacia algas de agua dulce, demostrando efectos citotdxicos significativos a
concentraciones tan bajas como <1ug/mL. Este estudio subrayo la importancia
de considerar no solo la toxicidad directa de las NP, sino también los efectos
derivados de la liberacion de iones metalicos en el medio. La relacion entre las
nanoparticulas y otros organismos es aun impredecible. Para determinar su
destino en el medio ambiente y comprender sus posibles efectos toxicologicos
de las NP de Al203.El estudio de Doskocz et al. (2017) estudio los efectos de las
NP de alimina en tamafios inferiores a 50 nm, y determinaron sus efectos en las
bacterias Pseudomonas putida, con el propdsito de determinar su ecotoxicidad,
para entender mejor su impacto ambiental. Los valores obtenidos de la
concentracion efectiva 50 (ECso) de 16 h determinada en este estudio fue de 0.5
mg/L y la concentracién sin“efecto observado (NOEC) de 0.19 mg/L, lo que
concluyeron que las NP inhibieronel crecimiento bacteriano, sugiriendo que la

morfologia y tamafio puede influir en-el medio ambiente

En cuanto, Zheng et al. (2019) sefialaron que las NP de 6xido de aluminio no
representan un riesgo significativo para el médieambiente acuatico. Esto se debe
que las NP podrian no quedarse en un entorno aetatico, porque es probable que
se remuevan por un efecto de migracion. Ademas,, se ha observado que la
concentracion de estas NP depende de varios factores, como el pH, la salinidad
y las materias organicas presentes; esto significa que“las propiedades en el
entorno acuatico pueden modificar el riesgo potencial dedas NP de alimina en
los ecosistemas acuéticos. Ademas, Anand y colaboradores«2019) evaluaron
el efecto cronico de las nanoparticulas de alumina comercial (Sigma-Aldrich,
>50 nm) en la especie Drosophila melanogaster. El estudio se realiz6 a lo largo
de todo su ciclo de vida de las moscas, desde la etapa de huevp”hasta la
adultez, empleando dos concentraciones 0.1 y 1 mM, administrando las"NR por
ingestion. Con ello reportaron que, tras el periodo de exposicion, se observaron
anomalias tanto en el comportamiento como en las caracteristicas fenotipicas,
lo que confirma que hubo un impacto negativo de las NP en la D. melanogaster:
Sin embargo, subrayan la necesidad de una investigacion mayor sobre los

efectos en diferentes organismos y su implicacién en la salud ambiental.
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Por otra parte, Chahardoli et al. (2020) llevaron a cabo un estudio sobre los
efectos de las NP de Al203 en el crecimiento de diferentes especies vegetales,
tales/Como el maiz (Zea mays), nabo (Brassica rapa), pepino (Cucumis sativus),
arroz (Oryza sativa) y helecho de agua (Salvinia natans). Los resultados
exhibieron gque las nanoparticulas de alimina produjeron efectos diversos en los
brotes y raices de las plantas, dependiendo de la concentracion aplicada. Se
observaron diferencias significativas en respuesta a las concentraciones de 0,
50, 100, 1000 «y_2500 mg/L. Ademas, se reportd que, a concentraciones
elevadas, las nanoparticulas de 6xido de aluminio podrian inducir muerte celular

en algunas especies ‘de plantas.

Ahora bien, Krause et al. (2020).administraron NP de Al2O3 por via oral a ratas
Sprague dawley, utilizando tres.concentraciones: 1.99, 3.97 y 7.94 pug/g. Con
esto se observé una alta variabilidad de cambios en los 6rganos, y se
encontraron mayores concentraciones en los érganos centrales (sangre, bazo,
riilones) y una menor cantidad-en’los periféricos (duodeno, colon). Sin embargo,
se reportd que el aumento de la'dosis y la acumulacion en el intestino podrian
deberse a la aglomeracion de las NP _de alimina-a medida que aumentaban las
concentraciones. Por tanto, no solo depende de“ta morfologia de las NP, sino
también del estado de aglomeracion de\as particulas; lo que debe considerarse

un paradmetro clave para la evaluacion de la toxicidad:

Asimismo, Nogueira et al. (2020) evaluaron la toxicidad crépiea y aguda de las
NP de alumina con dos fases cristalinas: alfa y eta. Para ello utilizaron la pulga
de agua (Daphnia magna) como organismo de prueba y aplicaron dos
concentraciones de 3.12 mg/L y 6.25 mg/L. Los resultados mostraron gue no se
observaron dafos morfolégicos evidentes en la especie expuesta. Sin_embargo,
se observo un efecto minimo de estrés. A pesar de esto, se reporté que las\fases
cristalinas de las NP de alumina parecen influir en la toxicidad observada ‘en el
organismo acuatico. En otra investigacion, Canli (2021) analizo la exposicion-a
nanoparticulas de Al203 en un modelo in vivo utilizando tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) aplicando dos concentraciones de 1 mg/L y 10 mg/L. Los

resultados mostraron que no presento efectos adversos significativos en la
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fisiologia de los peces. Sin embargo, se enfatizd la necesidad de realizar
estudios adicionales para estimar el potencial nivel de toxicidad de estas

naneparticulas, considerando sus multiples aplicaciones en las industria.

En cuanto al.estudio de Alghriany et al. (2022), estos evaluaron el efecto de la
combinacion.de NP de alumina (6 mg/kg) + nanocurcumina (20 mg/kg) en
ratones macho. Las'NP se administraron por via oral durante cuatro semanas, y
después de ese (periodo se extrajo sangre para estudiar el cuadro hematico
completo. Posteriormente, estas se disecaron para obtener y analizar partes del
abdomen, como el higado y la medula 6sea. Los resultados mostraron cambios
minimos en el higado y la“medula 6sea, y la curcumina tuvo la capacidad de

reducir la toxicidad de metales pesados.

En el caso de, Rzayev et al. (2022) estudiaron la bioacumulacién de NP de Al20s3
en la planta acuatica perenne’(Elodea canadensis) y en el caracol de agua dulce
(Melanopsis praemorsa) a dos concentraciones: 8 y 25 mg/L. Los resultados
mostraron que las NP de alimina provecaron cambios estructurales en el
citoplasma y la pared celular en el“caracol (que se alimentaba con la planta
perenne. En este estudio, se evaluo elsestrés oxidativo inducido por dos fases
del 6xido de aluminio, y-Al203 (5 nm — 0.4.um) y a-‘AlzQs (50 nm — 3.5 um), en la
especie Gammarus pulex. Los organismos fueron expuestos a concentraciones
de 0, 10, 20 y 40 ppm de y-Al203 y a- Al203 durante periodos de 24 y 96 h. Los
resultados mostraron que ambas nanoparticulas afeetaron los tejidos
enzimaticos, posiblemente debido a su interaccién con enzimas antioxidantes
como la superodxido dismutasa (SOD). En particular, la y-alimina provocé una
disminucioén en la actividad catalasa (CAT) a las 24 h, mientras que la.o-alimina
caus6 aumentos en la actividad de la catalasa (CAT) de esta enzima. Este
estudio concluye que las NP de alumina pueden alterar notablemente ‘a las
respuestas antioxidantes de esta especie, lo que podria tener implicaciones

importantes en la salud y bienestar de esta especie (Serdar et al., 2024).
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3.1. Justificacion

La cretiente produccién y uso de nanoparticulas de alimina (Al203) en diversas
aplicaciones industriales y tecnoldgicas han suscitado un interés considerable en
investigar sus efectos sobre el medio ambiente y la salud en los organismos
vivos. A pésar de su amplia utilizacion, los estudios sobre la toxicidad y el
impacto ecotoxicolégico de estas nanoparticulas son aun limitados, lo que

plantea serias preocupaciones sobre su seguridad.

Hasta ahora, la mayoria de los estudios sobre ecotoxicidad se han centrado en
otros nanomateriales, dejando un vacio significativo en la investigacion
especifica sobre la alimina, principalmente alimina sintetizada por el proceso
sol-gel. Este desconocimiente”puede resultar en una subestimacion en los
riesgos potenciales que estas nanoparticulas podrian representar para los

ecosistemas acuaticos y terrestres.

La falta de regulaciones especificas en‘muchos paises, incluido México, en
relacion con el uso de nanomateriales; subrayala-necesidad de investigaciones
que aseguren la bioseguridad de las nanoparticulasyde alimina. Esto es esencial
para prevenir posibles efectos adversos en la salud humana y en el medio
ambiente. La realizacion de pruebas ecotoxicoldgicas de las nanoparticulas de
alimina no solo contribuird a la generacién de conocimiento cientifico, sino que
también permitird establecer directrices y normativas que promuevan un uso

seguro y responsable de la nanotecnologia.
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3.2. Preguntadeinvestigacion

¢,€omo influye la variacién en la relacion agua-alcoxido durante la sintesis de
nanoparticulas de alimina en sus propiedades electrocinéticas, morfolégicas,
texturales'y estructurales, y como afectan estas propiedades en su ecotoxicidad

en Artemia’salina y Eisenia foetida?

3.3. Hipotesis

La variacion de la relacion agua alcéxido en la sintesis de alimina mediante el
método sol-gel modificado por.~Yoldas, permitirA controlar el tamafio y
estabilidad coloidal de las nanopatrticulas, lo cual favorecera una baja toxicidad
en los modelos in vivo desexposicion_aguda como Artemia salina y Eisenia

foetida.
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3.4. Objetivos

3.4:2. Objetivo general

Evaluar elimpacto de las propiedades fisicoquimicas de nanoparticulas de Al2O3
sobre la ecotoxicidad en dos modelos in vivo de exposicion aguda.

3.4.2. Objetivos éspecificos

1. Determinar el efecto de la relacion alcoxido/agua en las propiedades
electrocinéticas, morfolégieas y estructurales de nanoparticulas del Al203

obtenidas por el método sol-gel modificado por Yoldas.

2. Estimar la concentracion letal media (CLso) de nanoparticulas de Al203 en

dos modelo in vivo durante Una.exposieién'aguda.

3. Analizar la correlaciébn entre las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas de Al203 y su efecto toxico en los'modelos in vivo de la Eisenia

foetida y Artemia salina.
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4.1. Reactivos

Las reactivos empleados fueron los siguientes: tri-sec-butoxido de aluminio
(SigmasAldrich, 97 %), acido nitrico (Meyer, 70 %), glicerol (Meyer, 99.5 %),
alcohol etilico (96 %), bromuro de potasio (Meyer, 99 %), dicromato de potasio
(Meyer, 97\ %), cloruro de benzalconio (Farmacéuticos Altamirano, 1 %),
hipoclorito de sedio (Cloralex, 6 %), 2-cloroacetamida (Aldrich, 98 %), solucion
salina buffer de fesfatos (gibco, pH 7.4), naranja de acridina (Sigma-Aldrich, 99

%) y agua desionizada.

4.2. Sintesis de nangparticulas de Al203 por el método sol-gel
modificado por Yoldas

Las NP de alumina se sintetizaron-por el método sol-gel de Yoldas modificado, y
se utiliz6 como disolvente una mezela de etanol y agua desionizada, donde solo
el volumen de agua se modifico a diferentes voliumenes (27, 45 y 63 mL),
identificados como All1:1.5, Ald:2.5 y "All:3.5 respectivamente. Las sintesis se
desarrollaron a una temperatura 'de, 80 °C con agitacion vigorosa a 900 rpm en
una parrilla de calentamiento (Cole<Parmer),-bajo condiciones de reflujo;
ademas, como alcoxido se adiciond mediante“goteo el tri-sec-butéxido de
aluminio, y como catalizador se afiadid.acido nitrico, Finalmente, se adiciono
glicerol para estabilizar el sol y tener una textura final homogénea y estable.
Asimismo, el material se sec6 en un horno (Ecoshel) asina temperatura de 70
°C hasta evaporar el disolvente, y se sometié a tratamiento térmico en una
mufla (Terlab) a una temperatura de 600 °C durante 2 h'cen_una rampa de
calentamiento de 2 °C/minuto para la obtencion de las NP de dxido de aluminio.
Las muestras obtenidas se tamizaron en un mortero de agata y pesteriormente

se guardaron en viales.

H,0 + etanol

Tratamiento térmico a
600 °C

|

Catalizador HNO; Tamizado

I

Formacion del sol-gel > Secadoa 70°C

Alcoxido ATSB

Estabilizante glicerol >

Figura 4.- Procedimiento empleado para la sintesis de NP de Al2Oz sintetizadas
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4.3. Técnicas de caracterizacion de las nanoparticulas de Al203 sintetizadas

Para.determinar las propiedades estructurales, electrocinéticas y morfolégicas
de las/NP del Al203 sintetizadas, se emplearon las siguientes técnicas
experimentales: la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-
IR). Los (datos se obtuvieron en el espectrometro FT-IR Nicolet iS50
(ThermoFisher Scientific). Las muestras fueron mezcladas con KBr (98% m/m)
y prensadas para formar pastillas a 3 tons (Pike Crushlr), las cuales fueron
analizadas en modo de absorbancia, en la region de infrarrojo medio de 4000-
400 cm, los espectros=fueron adquiridos con 32 scans con una resoluciéon de

16 cm™.

Para la técnica de difraccion de'rayos X (XRD) de polvos, las mediciones fueron
registradas en un difractometro D8 /Advanced (Bruker AXS), utilizando el detector
LynxEye con radiacion de Cu Ka a dfia fongitud de 1.5418 A. Los difractrogramas
fueron obtenidos en un intefvale de=10” a 90°, a un angulo de 26 con un
incremento de 0.020. Posteriormente, seCaracterizaron mediante isotermas de
adsorcién-desorcién de nitrogeno(N2), a @ina_temperatura de 77 K con un
Quantachrome (Autosorb iQ Station 2).)Las muestras fueron desgasificadas a
300° C, y se calculo el area superficial/especifica,por el método Brunauer-
Emmett-Teller (BET), mientras que la porosidad se-determind mediante el
modelo Barrett-Joyner-Halenda (BJH), y la dimension _fractal se obtuvo por el
método FHH Adsorption.

Por otro lado, la caracterizacion por dispersion de luz electroforética (ELS) y
dispersién de luz dinamica (DLS) se llevé a cabo en un equipo Zétasizer Nano
Zs (Malvern), equipado con un laser de He-Ne (A=633 nm) y con disposicion
Optica de 173°. Asimismo, las muestras fueron obtenidas en condicion€s de
sonicado por 60 s, con pulsos de 10 s y 30 % de amplitud. Finalmente, se
caracterizo por microscopia electrénica con barrido de electrones por emision‘de
campo en un equipo SEM (JEM-2100) a 10 kV, y las micrografias fueron
obtenidas a 25 000 y 100 000 aumentos.

28



EVALUACION ECOTOXICOLOGICA DE NANOPARTICULAS DE Al,0; EN DOS
MODELOS IN VIVO

[ ]

®
SNP

4.4. Preparacion de las nanoparticulas de Al203 para las pruebas in vivo

Sewpesaron 200 mg de cada nanoparticula en una balanza analitica (Velab) y se
suspendieron en 10 mL de agua MilliQ ajustada a un pH de 7. La suspension
se dejé reposar por 120 min y posteriormente se sometieron a sonicacién a
temperatura‘ambiente en un equipo ultrasonico (Cole-Parmer) por 120 min para

asegurar la dispersion de las NP.

4.5. Evaluacién en miodelos biolégicos

La evaluacion ecotoxicologica de las nanoparticulas Al2O3 es de particular interés
debido a la necesidad de_tomar decisiones sobre la seguridad de estos
materiales, para proteger al mgdioambiente. Con este fin, se establecieron dos
modelos in vivo fundamentales®en el ecosistema: la lombriz californiana
(Eisenia foetida) y el camaron de~salmuera (Artemia salina) para saber el

impacto ambiental y su efecto’en.ambientes acuéticos y terrestres.

4.6. Ensayo de ecotoxicidad agudaren nauplios de Artemia salina

4.6.1 Obtencion de los nauplios de Artemia salina

Para la obtencion de los nauplios se utilizaron quistes”comerciales de Artemia
salina (Golden Sun). Los quistes fueron hidratados en"agua destilada estéril
durante 60 min con aeracion continua, posteriormente se desencapsularon en
una solucion de hipoclorito de sodio al 50% Yy los quistes se davaron de tres a
cuatro veces con agua destilada estéril hasta eliminar el hipoclorito,de sodio,
posteriormente se desinfectaron en una solucion de cloruro de bepzalconio al
3% para eliminar la carga bacteriana asociadas al quiste y de nuevo se lavaron
con agua destilada estéril (FAO, 1996). Estos se depositaron en 2L de solucion
al 3.5 % de sales marinas artificiales y se mantuvieron con fuerte aireacion-por
24 h en un envase conico a temperatura ambiente. Después de las 24 h, |0s
quistes flotantes se eliminaron y los nauplios eclosionados fueron utilizados

para la actividad experimental.
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4.6.2 Ensayo de toxicidad aguda

Para el ensayo de ecotoxicidad en nauplios de Artemia, se utilizaron microplacas
de poliestireno de 24 pozos en un volumen de trabajo de 2 mL. Se prepararon
soluciones de las NP de alimina con distintas relaciones molares en
alcoxido:agtia a las concentraciones de 125, 100, 75, 50 y 25 mg/L, y a cada
solucién se fe agregaron 10 nauplios (verificandose la movilidad y nado libre).
Como control pasitivo se utilizd dicromato de potasio a concentraciones de 15,
30 y 60 mg/L siguiendo la norma NMX-AA-110-1995 (Centro de Calidad
Ambiental, 1995). Ceme, controles negativos se emplearon los nauplios sin la
presencia de las NP de alumina. Los ensayos se realizaron por triplicado, las
microplacas se mantuvieron’a temperatura ambiente por 48 h. A las 24y 48 h de
exposicidon a las NP de alumina,)se contabilizaron las Artemias vivas (con nado

libre constante) y muertas.

4.6.3. Analisis de dafio celtlar en nauplios de Artemia salina

Para evaluar los posibles dafios-cCitotoxicos”de-las NP de Al2O3 en nauplios de
Artemia salina, se emple6 la técnica de tinegion de naranja de acridina como
marcador fluorescente. Para ello, les~nauplios )después de las 48 h de
exposicion a las NP de alumina y su respectivos_controles, se les adiciondé 5
mg/L de naranja de acridina a cada pocillo y éstes se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 20 min. Transcurrido el tiempo, se realizaron de
dos a tres lavados con solucion salina de buffer de fosfates,a pH 7.4, hasta
retirar el exceso del colorante (Pinheiro et al.,, 2022). Los mauplios tefidos
fueron examinados bajo un microscopio Optico de epiflourescencia (Nikon

eclipse modelo H550S).

4.6.4. Analisis de la concentracion letal media (CLso)

El nimero de nauplios inmoéviles de cada pocillo se contaron a las 24y 48 h con
ayuda de un microscopio estereoscopico (Zeiss modelo Stemi DV4). Esto, a fin
de calcular la concentracién letal media (CLso). Adicionalmente en un

microscopio Optico Zeiss (Primo Star) con un aumento de 40x, se observaron
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detalles de cambios en la coloracion y morfologia en los nauplios. El porcentaje
de la mortalidad se calculd, utilizando la formula de Abbott (Delgado, 2014).

% de mortalidad = [(x / y )] * 100

X= numero-de nauplios muertos al final del ensayo

y = nimero’de nauplios vivos al inicio del ensayo

Con los datos acumulados de cada sintesis a distintas concentraciones, junto
con su control positivo; se calcularon la desviacion estandar y la regresion lineal
(R?). Los datos fueron) .comparados mediante Excel y se determind la
concentracion letal media, (CLso) utilizando el software StarGraphic y un analisis
Probit.

4.7. Ensayo de ecotoxicidad aguda en Eisenia foetida

4.7.1. Obtencion de lalombriz Eisenia foetida

Las lombrices de tierra Eisenia\foetida fueron adquiridas con un distribuidor
comercial (Coahuila, Tabasco) fueromn colocadas y mantenidas en un contenedor
de plastico cubiertas con una tela meosquitera-para conservar la oxigenacion y
una temperatura de 28 + 2 °C, en (condicionés~de oscuridad y humedad

constante.

Se le suministré como fuente de alimento estiércol (de! borrego. Para los
experimentos, se seleccionaron lombrices adultas sanas g/~clitelados. Estas
fueron colocadas en una servilleta himeda durante 2 h, con elfin de permitir la
defecacion de los organismos y posteriormente se pesaron y se, utilizaron

aquellas cuyo peso estaba entre los 3a 5 g.

4.7.2. Ensayo de toxicidad aguda

Se preparo el suelo artificial con la siguiente composicion en masa: 10 % de turba
de musgo de Sphagnum, 20 % de arcilla de caolin y 70 % de arena industrial.
Se pesaron 750 g (And, modelo Ej-2000). El suelo tuvo un pH a 6 y fue

homogenizado por adicion de 200 mL de agua destilada, y posteriormente se
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coloco en contenedores de plastico con capacidad de 1L. Para los ensayos, se
emplearon concentraciones de 1000, 100, 10, 1 y 0.1 mg/kg de la diferentes
sintesis. Como control positivo se le adicioné 2-cloroacetamida a
concentraeiones 14, 28 y 57 mg/kg, y como control negativo el suelo sin las
nanoparticulas. Posteriormente, se colocaron 10 organismos adultos clitelados
en cada muestra recipiente con suelo artificial. Los ensayos se llevaron a cabo
por triplicado, (OECD, 1984) y se les colocé una tapa con pequefias
perforaciones para-oxigenacion. Las unidades experimentales se colocaron en
un ambiente a 22 °C y. los especimenes de E. foetida fueron inspeccionados a
los 7 y 14 dias postefipres.

4.7.3. Parametros evaluados en las lombrices Eisenia foetida

Se contabilizaron las lombrices'vivas y muertas de cada unidad experimental a
los 7 y 14 dias. Después del periedo de exposicion, se sacaron las lombrices
cuidadosamente del contenedor yienseguida se lavaron con agua destilada
hasta quitar el exceso de suele artificial. Posteriormente, se pesaron (And,
modelo Ej-300) y se registré el\numerogsde, organismos vivos y muertos, asi
como su reaccion a estimulos metcanicas, mevimiento, coloracion y secrecion de

liqguido celomico (expulsion de liquido/amarillo);y(Ramirez y Mendoza, 2008).
4.8. Analisis de resultados
Los datos de respuesta se analizaron mediante un analiSis\de varianza (ANOVA)

con un nivel de significancia del 95%, y los resultados se.presentaron como

media + desviacion estandar.
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5.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se’ha reportado que los diferentes pardmetros de sintesis en el proceso sol-gel
influyeh, en el tamafio y la forma de los materiales resultantes (Ramirez et al.,
2010;'Rojas, 2012; Alabada et al., 2023). En este trabajo se buscd la sintesis de
NP con tamafios inferiores a 100 nm, con la finalidad de evaluar su ecotoxicidad
y contribuir aldesarrollo de nanomateriales bioseguros o menos dafinos para el

medio ambiente.

En la Figura 5 se muestran las imagenes de microscopia con barrido de
electrones por emision de campo donde se aprecia que, de manera general, los
tres materiales exhiben aglomerados desde 500 nm hasta varias micras,
compuestos de particulas més,_pequefias (Figura 5, d, e y f). Ademas, no se
observa una diferencia importante en la forma y la aglomeracion de las particulas

con respecto a la relacion alcoxidoiagua.

No obstante, al observar a mayor acercamiento (Figura 5, a, b y c), el material
1:1.5 muestra particulas individuales mejorgdefinidas en comparacion con las
muestras 1:2.5 y 1:3.5, con tamafos estimados_entre 20 y 70 nm. Para la
muestra a 1:2.5, ademas de aglomerados de«nhanoparticulas, se observan
agregados de particulas en donde no pueden identificarse claramente particulas
pequefias individuales. Un comportamiento similar se observa para la muestra
1:3.5.
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Figura 5.- Micrografias SEM de las NP de Al,O3 sintetizadas, obtenidas por el método sol-gel modificado
por Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-butdxido de aluminio:agua. a) y d) Al1:1.5, b)y e)
All:25y c) yf) Al1:3.5 a 25,000x (a-c) y 100,000x (d-f)
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Sharma et al. (2022) emplearon glicerol en la sintesis para la obtencion de NP
de A0z a partir del tri-sec-butéxido de aluminio, obteniendo una relacion molar
alcoxido:agua de 1:27.128. De esa forma, las particulas generadas mostraron

aglomerados con tamafios de alrededor de 50 nm.

En otro estudie, Mohammed et al. (2020) evaluaron el impacto del método sol-
gel en las propiedades de a-alimina, donde se observo que, a partir del nitrato
de aluminio, en condiciones de pH 2 y 3, se obtuvieron aglomerados constituidos
de NP, obteniendo tamafios entre 15 y 45 nm. Con esto, se puede concluir que
la obtencion de alumina_a’partir de isopropéxido de aluminio a pH 4 con HNO3
favorece la obtencién de N\NP_poco aglomeradas, en contraste con el uso de un
pH 10 con NH4OH (Kim et als"2000).

Por otro lado, en un estudio de Alabada et al. (2023) se determiné el efecto de
diversos parametros de sintesis (contenido de acido, relacion alcéxido:agua y
tipo de secado) en el rendimiento de la ¥eaccion de formacion de particulas de
Al20s. Al respecto, se reporta.que, independientemente del tipo de secado
(convencional y supercritico) y los contenidos.de-acido, las particulas obtenidas
no tienen forma ni tamafio homogéneos, pors0y\gue mas bien tienden a la
formacién de agregados micrométricos.-Respectofal uso de otros acidos como
peptizantes de la reaccién de formacion de la alimina_a partir del nitrato de
aluminio AI(NOs)s, se ha evaluado el efecto de la fuerzadel acido empleado,
con lo que se han obtenido acidos fuertes: &cido clorhidrico y nitrico (HCl y
HNO3) que promueven la formacion de aglomerados y agregados de NP con
tamafios menores a 75 nm, mientras que los acidos débiles: &cido citrico y
aceético (CeHsO7 y CH3COOH) favorecen la obtencion de partictlas.con baja

aglomeracion, pero con tamafios superiores (Mohammed et al., 2017).

Adicionalmente, se puede decir que el uso de condiciones acidas en la sintesis
de NP tiene efecto en la formacion de aglomerados o particulas individuales;
Sin embargo, esta formacion de aglomerados depende también de otros
parametros, como la ruta de sintesis, los precursores utilizados y la naturaleza

del acido.
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En la literatura, no se encontraron muchos reportes acerca del uso de glicerol
como estabilizante en la sintesis de NP de Al2Os, pero si en la preparacion de
otres” oxidos metdlicos, por ejemplo en un estudio realizado para la obtencién
de ZnO _con glicerol como estabilizante, se evalud el efecto del contenido del
estabilizante con respecto al de Zn?*, obteniendo que en condiciones de pH 12,
se modifican’la forma y el tamafio de las particulas; ademas, esto tiene un
papel importanteipara disminuir la aglomeracioén de éstas, porque al aumentar
la relacion glicerol:Zn*?> se disminuyen el tamafio de particula y la
aglomeracion, logrando obtener particulas de aproximadamente 20 nm al

emplear la relacion glicerol:Zn 3.3:1 (Wang et al., 2018).

Adicionalmente, se ha reportado-que el uso de glicerol con MgO en condiciones
acidas puede dar lugar a tamafios‘de 46 nm al emplear concentraciones de entre
5% y 50 % de glicerol, con lo que se puede obtener una menor aglomeracion al
emplear el 20 %. Esto sugiere que ciertas cantidades moderadas de glicerol

pueden facilitar la obtencion de-NP menos/aglomeradas (Nyabadza et al., 2023).

En el presente trabajo, la relacion molar glicerolzalcoxido empleada fue de 0.15:1,
y se observo que el tamafio de particula_es nanométrico; pero, de acuerdo con
estudios realizados con otros alcoxides, podria inferirse que la cantidad
empleada de glicerol no fue suficiente para prevenir por completo la
aglomeracion. De ese modo, y con base en los resultadosy la literatura, puede
concluirse que la relaciéon alcéxido:agua empleada en ‘este. trabajo tiene un
efecto poco significativo en el tamafio y la morfologia de las#particulas; no asi,
el uso de condiciones acidas durante la sintesis ya que promueve la obtencién

de NP aglomeradas.

5.2. Difraccion de rayos X (DRX) de polvos

La técnica de difraccion de rayos de polvos es fundamental para identificar las
fases cristalinas de materiales, sobre todo cuando estos pueden exhibir mas de
una estructura cristalina, como el caso de la alimina. La temperatura de
tratamiento térmico a la que se sometieron los nanomateriales obtenidos en el

presente trabajo favorece la obtencion de la fase y (gamma), que es de particular
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interés por su amplio uso en la industria quimica, la catalisis y la industria
aereespacial. En la Figura 6 se muestran los difractogramas en un intervalo de
10%a 90° (26) de las muestras de Al2O3 sintetizadas. La variable estudiada fue

la relacion*molar alcoxido:agua.
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Figura 6- Difractogramas DRX de las NP de Al2O3 €alcinados a 600° C, obtenidas por el método sol-gel

modificado por Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-butéxido de aluminio:agua Al1:1.5,
Al1:2.5y Al1:3.5

Se puede observar que, los difractogramas de los tres materiales presentan
picos anchos e intensos localizados a 37°, 45° y 67°, lo que“Carresponde a las
reflexiones (311), (400) y (440) respectivamente (JCPDS 00-010-0425). La
ausencia de sefales claras de otras fases permite inferir que, en, los tres
materiales, la fase gamma (y) de la alimina esta presente, y ésta corresponde a
un arreglo cristalino cubico. Igualmente, se observa que la forma y la intensidad
de los picos son similares para los tres materiales, lo que aparentemente indica
gue no hay cambios debido a las diferentes concentraciones de agua empleadas
en la sintesis. Sin embargo, al determinar el tamafo del cristalito (Tabla 1) para
las reflexiones (400) y (440), se encontré que, el material con la relacion 1:2.5

presenta un ligero incremento en este parametro para la reflexion (400) en
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contraste con los otros dos materiales, pero no existe una diferencia importante

en el tamafio del cristalito calculado para la reflexion (440).

Tabla 1~ Tamafio de cristalito de las muestras, calculado a través de la ecuacién de Scherrer, para las

reflexiones de los planos (400) y (440)
Tamafo de cristalito (nm)

Muestra (400) (440)
Al1:15" 55.9 61.7
Al1:2.5 . 61.7 61.7
Al1:35 ¢, 55.9 58.7

Sharma et al. (2022) repartaron que, al someter las muestras a tratamiento
térmico a 600° C para la obteneion de NP de Al20z a partir del tri-sec-butoxido
de aluminio, se obtuvo la fase cristalina y-alimina, lo que se confirmé con la carta
cristalografica (JCPDS 00-010-0425):

En un estudio realizado por Sifontes et al. (2014) mediante el método sol-gel
modificado por Yoldas con extracto-de colefonia y oleorresina de pino (Pinus
caribaea), se obtuvieron NP de y-alimina, que-sé.calcino a 600° C por 6 h a una
velocidad de calentamiento de 5 °C/min. Los auteres reportaron que en el
difractograma se apreciaron tres picos intensos correspondientes a los planos
(311), (400) y (440) de y-alimina. En cuanto a Milani_ et al. (2020), estos
obtuvieron unas NP de Al2Os por el método de sintesis inerganica a partir de la
sal de nitrato de aluminio. En ese sentido, el gel resultante“fue sometido a
tratamiento térmico a una temperatura de 600° C por 2 h.'Los, resultados
exhibieron tres picos intensos que corresponden a las sefiales 37°, 45°y 67°,
los cuales pertenecen a la formacién de y-alimina, pero el tamafio‘de’cristalito
no fue reportado. En suma, los resultados de este estudio fueron similares a lo
reportado en este trabajo, a pesar de no haber utilizado el extracto ni el mismo
precursor, lo que indica que, para la estabilizaciéon de la fase cristalina/ la

temperatura de calcinacion es el parametro con mayor influencia.

Por otra parte, se reporto la sintesis de NP de 6xido de aluminio por el método

de precipitacion asistido por vibracion ultrasénica, donde se observoé que, a partir
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del nitrato de aluminio y calcinado a 550° C se obtuvo la fase y-alimina, como lo
confirmo la presencia de las sefales a 37.8°, 45.7° y 66.9° (20), las cuales se

asigharon a las reflexiones de los planos (311), (400) y (440) de dicha fase

cristalinag tampoco fue reportado el tamafio de cristalito.

En el caso-de_Lamouri et al. (2017), ellos estudiaron el efecto de distintas
temperaturas 550°-950° C y velocidades de calentamiento (5°, 10° y 20° C/min)
utilizando polvo crado.de O0xido de aluminio como materia prima para analizar el
proceso de compactacion y microestructura. El tamafio del cristalito no fue
reportado; sin embardo, s€ encontrd que, al calcinar los materiales en el rango
de temperatura de 550°-850° C a una velocidad de 5° C/min, se obtuvo la fase
y-alimina. Mientras tanto, al/Calcinar a 950° C a las velocidades de 10° y 20°
C/min se favorecio la formacion de la fase d-alimina. Esto indico que la rampa
de calentamiento y el tiempo de permanencia a cierta temperatura tienen un
efecto significativo en la formagién de fases cristalinas deseadas en el 6xido de

aluminio.

Ahora bien, la temperatura de calcinacion tiene-un impacto importante en las
fases cristalinas que exhibe la alumina, lo que-influye seguramente en su
desempefio en cualquier aplicacién. Cabe destacar'que, a pesar de no haber
informacion respecto al efecto de la adicion de glicerol en las propiedades
estructurales de la alimina, se sabe que también puede‘€mplearse no solo para
prevenir la aglomeracién y facilitar la obtencién de NP, sino también que puede
ser un agente reductor que promueve la obtencion de NP metalicas y de 6xidos,
dependiendo de la relacion glicerol:precursor empleada (Cristino et al., 2020).

Se puede asumir, con base en los resultados obtenidos, que existe un ligero
cambio en las intensidades de las fases observadas en las reflexiones.(311),
(400) y (440) para la muestras Al1:2.5 y Al1:3.5. Este se atribuye al exceso de
agua en la etapa de gelificacion, lo cual resulta en una red menos densa y mas
amorfa, impidiendo asi el adecuado crecimiento de los cristales (Brinker y
Scherer,1990). La cantidad de agua también afecta la velocidad de
polimerizacién de los alcoxidos, lo que influye la formacion de la estructura

cristalina (Sathiyakumar y Gnanam, 1999). Por otro lado, se observo que la
40



EVALUACION ECOTOXICOLOGICA DE NANOPARTICULAS DE Al,0; EN DOS
MODELOS IN VIVO

[ ]

®
SNP

adicion de glicerol no presenta diferencias en las posiciones de los picos. De
acuerdo con estos resultados y la literatura, se puede concluir que la relacion
aleoxido:glicerol empleada en este trabajo no influye en la obtencién de una
fase de‘cristalinidad especifica de la alumina. En cambio, el uso de condiciones
en la sintesis, la rampa de calentamiento y el tiempo a cierta temperatura
ejercen un_efecto significativo en la formacion de fases cristalinas deseadas en

el 6xido de aluminio.

5.3. Espectroscoplainfrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica que se emplea principalmente para
identificar grupos funcionales en diversos materiales. Dado que, en este trabajo
se empledé un aditivo durantela sintesis (glicerol), es de particular interés
identificar la presencia de residuos-organicos derivado de la presencia de dicho
compuesto. En la Figura 7 se muestran los espectros de la regién media del
infrarrojo (4000 a 400 cm?)-de las muestras de Al203 sintetizadas. La variable

estudiada fue la relacion molar‘aledxido:agua.
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Figura 7.- Espectros FTIR de las NP de Al2Os sintetizadas, obtenidas por el método sol-gel modificado
por Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-butéxido de aluminio:agua Al1:1.5, Al1:2.5y Al1:3.5.

las muestras fueron mezcladas con KBr
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Se puede observar la presencia de bandas en tres regiones del espectro. En la
region de 3700 a 3200 cm* los espectros exhiben bandas anchas con diferentes
intepsidades. Considerando como referencia la muestra All1:1.5, esta banda

aparece centrada en 3468 cm, mientras que para las muestras Al1:2.5y Al 1:3.5

estas seldesplazan hacia los 3487 y 3474 cm™ respectivamente, las cuales se
atribuyen a.las vibraciones de estiramiento de los enlaces O-H (Figura 7). Los
resultados exhiben que existen grupos O-H aun después del tratamiento térmico,
lo que indica que estan unidos al Al20s3 (Tafreshi y Khanghah, 2015; Romero et
al., 2018).

Asimismo, en la regién de 1600 a 1500 cm, se puede apreciar que los tres
materiales exhiben bandas .con distintas intensidades, considerando como
referencia la muestra All:1.5.4Esta banda aparece centrada en 1638 cm,

mientras que para las muestras Al1:2.5 y Al1:3.5 se desplaza hacia 1645y 1643

cm™ respectivamente. Estos/picos estan asociados con los H-O-H relacionados
con la flexion de moléculas~de .aguas .adsorbidas, apreciandose que las
intensidades son relativamente menores en’comparacion a las regiones 3700 a
3200 cm™. Sin embargo, en los tres”materiales)se puede apreciar un pico en
particular en la region de 1400 a 1300 em™, que se identifica como la sefial de

vibracion de tipo estiramiento de los enlaces Al-O (Liu et al., 2012).

Por otro lado, en la Figura 8 se muestra la regiéon de 1300-a 400 cm, donde se
observa que para los tres espectros esta banda se puede(interpretar como la
contribucién de dos sefiales. La primera alrededor de 835 cmt'que aparece para

la muestra Al1:1.5, mientras que para las muestras Al1:2.5 y All:3.5 esta se

desplaza hacia los 873 y 882 cm™ respectivamente. Tales bandas se-atribuyen
a las vibraciones de los enlaces AI-O-H (Sharma et al.,, 2022) y su
desplazamiento hacia numeros de onda mayores, que generalmente pueden
atribuirse a cambios en la fuerza de interacciones de enlaces de hidrogeno; lo
cual en este caso podria atribuirse a ligeras diferencias en la estructura de los
poros, o bien en cambios en las longitudes de los enlaces asociados a cambios
en la electronegatividad del &tomo vecino (OH), lo cual puede asumirse debido

a la variacion del contenido de agua en la sintesis del oxido.
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Finalmente, en la regién de 600 a 500 cm™, se observa que la sefial alrededor
de 600 cm™ se desplaza hacia nimeros de onda menores para los materiales
Al1:275 y Al1:3.5, lo cual podria interpretarse como una disminucion en las
energias.del enlace Al-O-Al, y ello disminuye la libertad de vibracion. Mdltiples
estudios@seguran que las bandas localizadas entre 1000 a 800 cmy 600 a 400
cm® confirman, la formacion de Al203 (Adam et al., 2023; Magesan et al., 2024;
Anna et al., 2023; Amer et al., 2022).
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Figura 8.- Region de 1300 a 400 cm™* de los ‘espectros FTIR de:las NP de Al2O3 sintetizadas,
obtenidas por el método sol-gel modificado por Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-butdxido
de aluminio:agua Al1:1.5, Al1:2.5 y Al1:3.5. las muestras fueren'mezcladas con Kbr
En un estudio realizado por Liu et al. (2012) se evalu6 el efecto de las NP de
Al203 comercial (BDH Chemicals) y se report6 la importancia defarea superficial.
Estas NP puras fueron sometidas a un tratamiento térmico a 650° C durante 3 h,
lo que result6 en la obtencion de y-alimina. Los resultados exhibieron.una banda
ancha en 3450 cm, atribuida al enlace de los O-H, mientras que la banda 1639
cm* pertenece al mismo grupo de enlaces H-O-H, pero con menor intehsidad.
En 1397 cm™! se puede apreciar un pico que se identifica como el estiramiente
del enlace Al-O, y en la huella dactilar en 759 cm! se identificaron los enlacés
Al-O-H y a 630 cm™, que se atribuyeron a los enlaces del Al-O. Van Truong y
Kim (2022), estudiaron las caracteristicas de la y-aliumina sintetizada a partir del

hidroxido de aluminio. En los espectros de IR obtenidos, atribuyeron la region
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de 3273 a 3368 cm™ a los enlaces vibracionales de estiramiento de los O-
H, mientras que a la banda de 1636 cm™ correspondieron el enlace H-O-H del
agua“adsorbida. Ademas, en la regién de 1064-1068 cm™ se identificaron los
enlaces de flexion simétrica Al-O-H, y en la regiébn 400 a 500 cm? se
encontraron. los enlaces del Al-O-Al. Por su parte, Sifontes et al. (2014)
sinterizaron NP de alimina por el método de sol-gel modificado por Yoldas con
resina de colofonia extraido de una especie de pino (pinus caribaea). Entre los
resultados, se observd una banda amplia en la regién de 3700 a 3000 cm™, y
estos se atribuyeron.alos grupos funcionales del O-H, mientras que a la region
alrededor de los 1636¢/cm:* correspondié el mismo grupo, pero con vibraciones
de flexién. Respectivamente; en la banda localizada de 1470 cm se asignaron
los enlaces de estiramientd. Al*O, y en las regiones de 900 a 400 cm™ se vieron

las vibraciones de enlace Al-O;H y Al-O de la red del 6xido.

Finalmente, Ojok et al. (2023) describieron la obtenciébn de NP de Oxido de
aluminio por el método de sol-gel a partir del hidroxido de aluminio y almidén,
donde los residuos de yuca (Manihot esculenta) se sefialaron como materia
prima. Esto se caracterizé por espectroscapia. infrarroja (IR) para analizar la
estructura quimica de la alimina resultante, donde se puede observar que al
rango de 3400 a 3200 cm™ se atribuyen.as vibragiones de estiramiento de los
grupos hidroxilo (-OH) correspondientes a la adsorciényde moléculas de agua.
Asimismo, en la regién 840 a 740 cm! se observaron/bandas amplias que se
asignan a las vibraciones de estiramiento de los enlaces ©O-Al, Al-OH y Al-O, lo
que significa que en esta region indica la formacion de la\estructura quimica
completa de la alimina (Al2z03). De lo anterior, se puede ‘eoncluir que los
desplazamientos en las principales bandas del espectro infrarrojosdel’ Al203 se
deben a las condiciones de sintesis empleadas que difieren de lo repoertado en
la literatura, provocando ligeras modificaciones en las energias vibracionales de
los enlaces de los atomos del 6xido. Sin embargo, la sintesis con menor
proporcion de agua All.1.5 presentd una mayor sefial en el IR. Esto puede
deberse que los grupos O-H o AI-OH es mas alta debido a la menor dilucion.
Como resultado, se observé una mayor intensidad de las bandas del espectro,
ya que la absorcidon es proporcional a la concentracion de los grupos que

generan la sefial Liu et al. (2013). Es relevante sefalar que, a pesar de no
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haber restos del glicerol en las estructuras de la alimina, se sabe que este
también puede ser utilizado no solo para la prevencion de la aglomeracion y para
facilitar la obtencion de nanoparticulas, sino también como estabilizante. En
suma,.se puede concluir que la temperatura de calcinacion ejerce un papel
crucial en_la eliminacién de impurezas y compuestos no deseados en el

material final/lo que permite garantizar su eficacia en aplicaciones especificas.

5.4. Fisisorcion.de nitrogeno

La fisisorcion de nitrggeno se utiliza principalmente para caracterizar materiales
mesoporosos y determinar propiedades como area superficial, distribucion del
tamafio de poros y dimension fractal. La interaccion entre nanomateriales y
sistemas bioldgicos puede verse afectada por las caracteristicas texturales de
las primeras, por lo que es impeortante identificar como se modifica la textura en
funcién de la variacion del contenido de agua en la sintesis del 6xido de aluminio
preparado en este trabajo"En la Figura 9 se muestran las isotermas de
adsorcion-desorcion de N2 dedas muestras del 6xido de aluminio sintetizados

con distintas relaciones molares de/alcéxido agua.
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Figura 9.- Isotermas de adsorcién-desorcion de Nz de las NP de Al2Os sintetizadas, obtenidas por el
método sol-gel modificado por Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-butoxido de
aluminio:agua Al1:1.5, Al1:2.5y Al1:3.5
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De los datos obtenidos se observa que las muestras exhiben un volumen inicial

adserbido muy similar cercano; sin embargo, existe una variacion en el volumen

final\que es menor para la muestra Al1:2.5. Las tres isotermas son del tipo IV(a)
con lasformacion de histéresis de tipo H2(b), de acuerdo con la clasificacion de
ThommesS.et al. (2015), la cual es caracteristica de materiales mesoporosos,
como lo indican el limite en la adsorcion a presiones relativas cercanas a 1y la
ausencia de adsarcion a presiones relativas cercanas a 0. Existe una diferencia
entre las isotermas-en cuanto a la zona de la condensacion capilar y, por ende,
en el lazo de histéeresis y las presiones relativas a las cuales esto ocurre. Los
valores de area especificados con el método BET se muestran en la Tabla 2,
donde se observa que la. muestra All:1.5 presenta el valor mas alto, mientras
gue las muestras All1:2.5 y"Al3:3.5 muestran valores muy cercanos, tal como se
infiere de la forma y el volumen_adsorbido de la isoterma de adsorcion en el
rango de 0.05-0.35 P/Po (Yao et al.)2001; Sharma et al., 2022; Dhainaut et al.,
2016; Aguado et al., 2005).

De esa forma, a partir de la ecuacion de BET:

p/p° m N C=1
n(l—p/p°) nmC, nmC

(p/p°)

se puede obtener el valor de la constante C, la cual/es un indicativo de las
interacciones adsorbente-adsorbato. De los valores obtenidos, se observa que
la muestra Al1:1.5 tiene un valor mas bajo que las otras dos, lo que implica que
las interacciones entre la superficie del material y el N2 adsorbido son menores
en comparacion con otras dos muestras estudiadas. Esto también podria tener
repercusiones en la forma en que la superficie del 6xido de aluminio interactia
con las biomoléculas presentes en sistemas bioldgicos, teniendo una.mayor o
menor afinidad. Los resultados obtenidos de esta técnica se encuentran.en la
Tabla 2.
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Tabla 2.- Valores de fisisorcion de N2 de las nanoparticulas de Al>Os sintetizadas, obtenidas por el
método sol-gel modificado por Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-butéxido de aluminio:agua
AlL71.5, Al1:2.5y Al1:3.5. Los parametros texturales fueron obtenidos a partir de las curvas de desorcion y

adsorcion de N2 a 77 k

Muéstra  SBET Volumen de poro Promediode CBET Dimension

(m?/g) (cm3/g) poro (nm) fractal
Al1:1.5 ¢ 266 0.529 5.6 98 2.73
AlL25 ™ 218 0.479 6.6 131 2.71
Al1:3.5 222" 0.549 7.9 122 2.66

Por otro lado, las curvas de adsorcion-desorcion pueden también emplearse
para estimar un parametro Hamado “coeficiente de dimension fractal (D)” (Sun et
al., 2020; Wang et al., 2022). Este valor es un indicativo de la rugosidad de una
superficie, tomando valores entreg’2)y 3, donde 2 implica una superficie lisa. A
partir de la estimacion realizada al"emplear el método de FHH (Freundlich-
Harkins-Hill) y los datos de adserciom;<Se obtuvo que las muestras tienen un
valor de rugosidad por encima)de 25, lo cual permite pensar que las
superficies tienen una rugosidad importante. Si_bien las variaciones en este
valor para las tres muestras son pequefias, se-puede considerar que el Al1:3.5
tiene una superficie ligeramente menos_rugosa que\el resto de las muestras.
Asimismo, se observo que los efectos de la tension superficial del adsorbato de
las tres muestras presentan una distribucion de pore” monomodal para las
muestras Al1:1.5 y Al1:3.5, y para la muestra All:2.5 se observa una
distribucién bimodal.
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Figura 10.- Distribucion de tamafio de poros de las NP de Al20z sintetizadas, obtenidas por el método sol-

gel modificado por Yoldas con distintas‘felaciones molares de tri-sec-butdxido de aluminio:agua Al1:1.5,
Al1:2.5 y"Al1:3.5.

En la Figura 10 se muestra la distribucién dé tamafio de poro estimada a través
del método BJH (Barrett, Joyner y Halenda).” Las tres curvas de distribucion
muestran un comportamiento monomodal; sin /€mbargo, la intensidad, la
posicion y la amplitud difieren ligeramente. Los valores promedio de tamafio de
poro se muestran en la Tabla 2, y a pesar de ser valores muy cercanos, se
observa que la curva de distribucién del material Al1:3.5 exhibe una distribucion
mas amplia y con mayor intensidad. Una diferencia mas‘ marcada puede
observarse en el volumen de poro adsorbido, puesto que la=muestra All1:2.5
presenta un menor volumen, lo cual puede atribuirse a que las moléculas de gas
se adhirieron débilmente a la superficie del material. Por otra parte, Rutkowska
et al. (2021) sintetizaron NP de 6xido de aluminio por el método de”sel-gel
modificado por Yoldas, donde observaron que, a partir del tri-sec-butoxido de
aluminio obtuvieron una estructura mesoporosa con una isoterma tipo 1V. Esta
Ultima se combind con una histéresis de tipo H2 y una presion relativa de 0.4, 1o
gue implicé la formacion de mesoporos en la muestra. De ese modo, mediante
el andlisis por el método de BET (Brunauer-Emmett-Teller), determinaron que

las NP de alimina presentan un area especifica de 238 m?/g y un volumen de
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poro de 0.2 cm?/g. Estos valores en las propiedades texturales son indicativos
de un material mesoporoso. Con respecto a Dhainaut et al. (2016), estos
obtuvieron NP de alumina por el método de sol-gel, a partir del tri-sec-butoxido
de aluminio y distintos acidos nitrico, cloruro de hidrégeno y acetato de metilo
(HNOs, HCL y C3HeO2). De esa forma, para las tres muestras se obtuvieron
isotermas detipo 1V con superficies de 287 a 328 m?/g y un volumen de poro de
0.7 a 1 cm®g.,L©Os resultados mostraron que los acidos HCI y C3HsO2 formaron

poros de mayortamafio en comparacion con el &cido HNO:s.

Por otro lado, Bleta et'al.(2012) sintetizaron alimina mediante el método de sol-
gel, utilizando tri-sec-butoxido de aluminio y el copolimero Pluronic F127. El
objetivo fue estudiar como influye-el copolimero en las propiedades estructurales
de la alimina resultante. Los resultados mostraron que la muestra exhibe una
isoterma tipo IV con un bucle de‘histéresis tipo H1, lo cual es caracteristico de
un material mesoporoso. La adiccion del Pluronic indujo cambios notables en la
textura de la alimina, el volumen de poraes especificamente aumentd de 0.31 a
0.52 cm®/g, el tamafio de poros’ crecid'der5 a 6 nm, y el area especifica
incrementé de 300 a 370 m?/g. Estos ‘resultades revelaron que la adicion del
copolimero Pluronic F127 en la sintesis‘de sol geltuvo un impacto significativo
en las propiedades estructurales finales-dé la alimina. A partir de lo anterior, se
puede concluir que los estudios revisados y “os) resultados obtenidos
demuestran que la quimica en la sintesis y la rampa de calentamiento
desempefian un papel clave en las caracteristicas texturales de las NP de
alimina, lo cual es decisivo para sus aplicaciones deseadas::Cabe sefialar que,
a pesar de no haber restos del aditivo glicerol en la alimina, se sabe que éste
también puede ser utilizado no solo como estabilizante, sino también para

incrementar el area especifica del material resultante.

5.5. Dispersion de luz dinamica (DLS)

La técnica de DLS es de utilidad para conocer el tamafio de las NP cuando éstas
se encuentran en diferentes dispersantes, porque en la mayoria de sus

aplicaciones se requiere suspenderlas en un medio y evidentemente, la
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naturaleza de éste influye en la agregacion, la precipitacion o la estabilidad de
las NP. La Figura 11 muestra las curvas de distribucion de tamafio hidrodinamico

de.as muestras de Al203 sintetizadas.
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Figura 11.- Tamafio hidrodindmico de las"NP-de Al2O3 sintetizadas, obtenidas por el método sol-gel
modificado por Yoldas con distintas relaciones melares, de tri-sec-butéxido de aluminio:agua Al1:1.5,
Al1:2.5y Al1:3.5. Las mediciones se realizaronsempleando‘agua como dispersante a temperatura

ambiente

Los resultados de las curvas de distribucion de tamafio hidrodinamico se
muestran en la Figura 11. En ellas se observa que la distribucion de la muestra
Al1:1.5 tiene dos sefales, mientras que las correspondientes-a las muestras
All:2.5y Al1:3.5 presentan una sola sefial con una distribucion muy amplia. Los
valores de Zavg y Sus respectivos indices de polidispersion (PDI) se muestran en
la Tabla 3. De estos valores se puede decir que los materiales Al1:1.5y All:2.5
presentan polidispersion, siendo el material Al1:3.5 el que exhibe un_tamafo
mas uniforme en este dispersante. Esto puede contrastarse con los resultados
obtenidos por microscopia electronica, dado que para los materiales Al1:1.57y,
All1:3.5 se observan aglomerados de particulas individuales, sin embargo, estos
aglomerados pueden separarse al sonicar la dispersion previamente a la
medicion de DLS, permitiendo medir los diametros de las particulas mas
pequefnas. La muestra Al1:3.5 presenta un tamafo promedio aproximadamente
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3.5 veces menor que la muestra Al1:1.5. Mientras que para la muestra Al1:2.5
en donde se observo la presencia de agregados (particulas mas fuertemente
unidas), estos no se pueden separar en sus particulas mas pequefas a pesar
del pretratamiento por sonicado previo a la medicién, debido a dos factores: el
tamafno sidrodindmico de las NP y la tendencia a la aglomeracion en

condiciones'acuosas, lo que explica las mediciones cercanas a 2um.

En un estudio realizado por Mehta et al. (2023) en el cual reportaron la sintesis
de un nanofluido.a partir de NP de Al2Os comercial (Nanoshel, 20 nm),
empleando CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio) como estabilizante a largo
plazo, acompafiado de dos, distintos tratamientos de sonicado (sonicado y
ultrasonicado), ya que la alumina sola tiende a sedimentarse en poco tiempo. En
dicho estudio encontraron que el uso del CTAB acompafiado de ultrasonicado,
previene la aglomeracion y mejora.la estabilidad de las NP, ya que sin emplear
el tratamiento y el tensioactivo se obtienen diametros hidrodindmicos de 534 nm,
que en comparacion con lossesultados del trabajo aqui presentado son mayores
al Zavg del material con el mayer_contenido_de agua (Al1:3.5), lo cual demuestra
que la metodologia empleada favorgece la ebtencion de tamafios hidrodinamicos
menores. Asimismo, Mahbubul et al¢"(2016) estudiaron la influencia del tiempo
de ultrasonicacion de las NP de Al20s comergial (Sigma-Aldrich, 13 nm)
suspendidas en agua destilada y sometidas a un periodo de entre 0y 5 h. Para
el tiempo t=0 h, se reportaron tamafios de entre 92 y 300'nm, mientras que para
el maximo tiempo de ultrasonicado (t=5) los tamafios fderon de 42 a 210 nm.
Esto indica distribuciones muy amplias, las cuales muestran menos

polidispersién cuando se ultrasénica por 2 h (119-150 nm).

Por otra parte, se ha reportado la interaccion de NP de y-alimina.;comercial
(Sigma-Aldrich, <50 nm) en distintos dispersantes (agua y soluciones 1y M de
acetato de amonio, cloruro de sodio, acetato de bario y 0.3 M, de nitrato de bario)
encontrando que, al usar dispersantes a base de soluciones de estas sales, se
obtienen tamafios de entre 1 y cerca de 4 um; mientras que, al emplear aguael
tamafio medido es de casi 800 nm (Drecun et al., 2023). Lo que demuestra que

el uso de NP de alimina comercial se ve aun limitado por esta caracteristica.
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En otra investigacion realizada por De et al. (2016) examinaron el
comportamiento de NP de alumina comercial (Sigma-Aldrich, 50 nm) en agua
milliQ; variando la concentracion en 1.25, 2.5 y 5 uM. Se observé que, a mayor
concentraeion, mayor tamarfio hidrodinamico (121 a 479 nm). En este sentido, en
el presente trabajo se emplearon concentraciones mayores para la
determinacion (cerca de 4 mM), sin embargo, se obtuvieron distintos valores para
este parametrofque se asocian mas bien a los efectos de los parametros de
sintesis de la aldmina. Por su parte, Srikanth et al. (2015) evaluaron también la
estabilidad de las”NP, de Alz03 comercial (Sigma-Aldrich, <50nm), en dos
dispersantes: agua milliQ.y medio de cultivo celular, obteniendo tamafos de
303 a 512 nm al dispersar en agua; mientras que, a una concentraciéon de 10
pg/mL en el medio de cultivoel tamafio aproximado fue de 42 nm, reportando
que el tamafio de las NP de“aldmina favorecia la aglomeracion tanto en agua

milliQ como en el medio de cultivo:

Adicionalmente, Benavides“et al., (2016) reportaron el efecto del uso de agua
milliQ y agua de grifo en el tamafio de'’ NP comerciales de Al203 (20 nm) en
suspension (Alfa Aesar), exhibiendetamafosde 192 y 187 nm, respectivamente.
Donde se observa que también este tipo,de NR.tiende a aglomerarse en agua lo
que se refleja en tamafios hidrodindmicos cercasde.9 veces mayor al tamafio
medido por microscopia. Este comportamiento ‘reportado, es similar a lo
observado en el presente trabajo aun y cuando la diferencia de presentaciéon
(polvo y suspension), ya que para el material Al1:3.5 eltamafio hidrodinamico
se encontré cerca de 145 nm en comparacion con los tamafos“de particula de
cerca de 25 nm observados por microscopia. Los resultados desestos estudios
han demostrado que las NP de alimina presentan, por general, una
desventaja: la facil aglomeracion en dispersantes acuosos, que generalmente
requieren del uso de aditivos para prevenir la aglomeracion. Sin embargo, esto
puede modificarse por medio de las estrategias adecuadas desde el proceso-de

sintesis.

5.6. Dispersion de luz electroforética (ELS)

La estabilidad de las NP en suspensiones es muy importante, porque esto puede

determinar las interacciones que pueden tener con los medios bioldgicos. La
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estabilidad de particulas en suspensiones coloidales se define como la
capacidad que tienen estas de permanecer suspendidas. En este sentido, el
valor”de potencial zeta es un indicador que se ha utilizado como criterio de
estabilidad para estas suspensiones. Es importante mejorar la estabilidad de las
NP en medios acuosos, que suele ser una de las principales limitantes para sus
aplicacionés\a gran escala. Los resultados de esta técnica de caracterizacion por
ELS se encuentran en la Tabla 3, donde se observan los valores de potencial
zeta cuando las/NR.se dispersan en agua. Ademas, se encontré que, a menor
contenido de agua.durante la sintesis, el valor del potencial zeta es mas
electropositivo debido”a _Ja mayor concentracion de iones, cambios en la
hidratacion de la superficie y posibles variaciones en el pH, aunque en general
los valores obtenidos se fasecian con una escasa 0 nula estabilidad de la
suspensién por estar en el rango +30 mV. Es asi como se puede obtener el
valor mas bajo para la muestra Al1*3.5, la cual, de acuerdo con la literatura, se

puede catalogar como de rapida floeulacion (Kucera, 2022).

Dado que los experimentos pafra.la evaluacion de la toxicidad de las NP aqui
reportadas se evaluaron en una /especie” marina, se determiné también el
potencial zeta de las muestras graeias a la(solucion salina (3.5 %m/v) como
medio dispersante. En este caso, se observo que_ la naturaleza del dispersante
(potencial zeta electronegativo) también ejerce un-sefecto en los valores de
potencial zeta de las NP, por lo que todas obtienen up‘valor electronegativo de
entre -14 y -18 mV, pero sin una correlacion entre este valor y la relacion
alcoxido:agua.
Tabla 3.- Valores de DLS y ELS de las NP de Al2Os sintetizas, obtenidas por el método de sol-gel

modificado por Yoldas con distintas relaciones molares, tri-sec-butéxido de aluminio:agua (AlL:1.5, Al1:2.5

y Al1:3.5). Las mediciones se realizaron empleando agua y solucion salina al 3 %m/v como dispersante a

temperatura ambiente

Muestra Z-average (nm) PDI (indicede  Potencial Potencial
polidispersion) zeta (mV) zeta (MV)..

en agua en 3% NaCl* 4
Al1:1.5 515 0.540 12.9 -18.30 )
Al1:2.5 1743 0.600 9.24 -13.75
Al1:3.5 145 0.200 -5.27 -14.3
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Gouvea y Murad (2001) analizaron el efecto de dispersantes comerciales (sal de
amonio de un polielectrolito a un pH 7 y sal de amonio de copolimero acrilico a
unypH 3) en los valores de potencial zeta durante la preparacion de suspensiones
de SnOz a pH 11 y Al20s a pH 2 comerciales (tamafio no reportado), donde se
exhibieron valores de potencial zeta de = -39 mV para SnO2y (= +34 mV para
Al203, al asumir una estrecha relacion entre el pH de la medicién y el valor de

este parametro/mas que con el 6xido empleado.

Por otra parte, De_et"al. (2016) evaluaron las cargas ionicas de NP de alumina
comercial y 6xido deraluminio a granel (<50 nm), utilizando como dispersante
agua milliQ a un pH 7,16 que exhibié valores -15.9 mV a -16.9 mV para las NP
de Al20s. Del mismo modo,para el material a granel, las NP fueron suspendidas
en agua biodestilada a un pH 6;.¢0n lo que se obtuvieron particulas con PDI bajo.
En el caso de Srikanth et al. (2015), evaluaron la estabilidad de NP de Al203
comercial (Sigma-Aldrich) inferiores ‘a 50 nm, empleando como dispersante
agua milliQ, con lo que obtuvieron valores de (= +12.4 mV; y en el medio de
cultivo celular este valor fue de<(=.-30.3 mV. Ellos reportaron que el pH tiene un

impacto sobre el valor del potencial.

Adicionalmente Benavides et al. (2016) evaluaron el efecto de dos tipos de
dispersantes: agua milliQ y agua de grifo, para NP, de alimina comercial en
suspension (Alfa Aesar, 20nm) y ZnO (50 nm), exhibiendo valores de {= +29.8 mV
y (=-5.3 mV para Al203y (= -23.1 mV y (=-5.1 mV para“ZnO. Estos resultados
mostraron variaciones significativas debido a la presencia de_iones en el agua
de grifo, los cuales pueden promover procesos de agregacion..Con base en lo
anterior, se puede argumentar que mayormente las NP de Al2Qs exhiben
valores de potencial zeta electronegativo desde valores de”-5mV hasta
alrededor de -30mV, resultados que contrastan con los obtenidos .en esta
investigacion. En suma, se puede afirmar que la relacibn mas.“baja
alcoxido:agua se obtuvieron valores electropositivos que coinciden cuanda la

relacion de agua aumenta.
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5.7. Ensayos de toxicidad en Artemia salina

Las€valuacion de la exposicion aguda es ampliamente usada para detectar los
efectos, toxicos inmediatos que puede causar un nanomaterial, asi como para
comprender los posibles mecanismos biologicos involucrados. A una gran
variedad-de_nanomateriales se le ha determinado la CLso y CLoo en el modelo
de Artemia-salina. No obstante, pocos son los estudios que han abordado la
toxicidad de las NP de Al2Os, a pesar su gran diversidad de usos. En este trabajo
se expuso durante 48+h a nauplios de A. salina recién eclosionados. Al finalizar
el tiempo de expaSicion con las diferentes NP sintetizadas, se realizaron
observaciones al micrescopio Optico para determinar dafio o alteraciones de los

nauplios y se contrastaron.eontra los nauplios sin la exposicion a NP (control).

Como se puede ver claramentefen’la Figura 12 los nauplios en contacto con las
NP Al1:1.5y Al1:2.5 (Figura 12, a<j) muestran una acumulacién de las NP en el
intestino de los nauplios. Obsérvandose un incremento gradual con una relacion
directa a la concentracion de” NP administradas. Ademas, en los nauplios
expuestos a las concentracion mas/altas de‘las NP, se observo ademas de una
mayor acumulacion, fuertes alteraciones morfologicas con evidente degradacion
del tejido de los organismos. En contraste, en 10s_nhauplios expuestos a las NP
de AI1:3.5 (Figura 12, k-0), una menor_acumulacion, Fueron observadas en
comparacion con las otras NP, ademas no se observaren, signos de alteracion o
dafio morfolégicos en los organismos, con una apariencia casi similar a los
nauplios sin exposicion a las NP (Figura 12, p), donde _se observaron las

estructura de la regién bucal e intestino sin alteraciones.

En los organismos expuestos a las distintas concentraciones de K2Cr20y7 (Figura
12, g-r) mostraron claras y fuertes alteraciones morfologicas, como hinchazon y

degradacion del tejido en todo el cuerpo, asi como una mayor pigmentacion.
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125 mg/L 100 mg/L

Control negativo

Figura 12. Observacion de nauplios de Artemia salina bajo un microscopio 6ptico, tras 48 h d%icién

a nanoparticulas de Al2Os sintetizadas, obtenidas por el método sol-gel modificado por Yolda:

distintas relaciones molares de tri-sec-butéxido de aluminio:agua de a) - e) Al1:1.5, f) - j) Al1:2.5 y&&é’

Al1:3.5, a concentraciones de 125 mg/L a 25 mg/L. Se incluyeron el control negativo (p) y el contro
positivo utilizando K2Cr207 a concentraciones de 60 mg/L a 15 mg/L

O

L 2
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Figura 13.- Porcentaje de mortalidad en nauplios de Artemia salina tras 48 h de exposicion a
nanoparticulas de Al20O3 sintetizadas; obtenidas por el método sol-gel modificado por Yoldas con

distintas relaciones molares de tri-sec-butéxido de aluminio:agua Al1:1.5, Al1:2.5y Al1:3.5

El porcentaje de mortalidad/dezlos nauplios de Artemia salina se calcularon
utilizando la formula de Abbatt, (Delgado, .2014) después de las 48 h de
exposicion a las distintas concentraciones de las diferentes sintesis de 6xido de
aluminio. En general, se observaron’un bajo~porcentaje de mortalidad en las
tres sintesis, incluso a la concentracions/mas alta~evaluada (125 mg/L). Sin
embargo, la sintesis Al1:2.5 presento una excepcionsnatable, ya que mostro el
mayor porcentaje de mortalidad (39%) Unicamente a esta_concentracion, como
se ilustra en la Figura 13. Este fendmeno puede atribuirse a través de la
interaccion entre el tamafio hidrodindmico y la aglomeracion de las NP de

Al1.2.5 en condiciones de aguas salinas.

Con los datos obtenidos, se calculé la concentracion letal media {CLso), en
general se observo que los valores obtenidos, son muy cercanos entre sigsiendo
la sintesis con menor toxicidad la NP Al1:1.5, con un CLsode 185.8 mg/L, seguida
de la Al1:3.5, el CLso con 174.6 mg/L y la sintesis Al1:2.5, con un valor CLso fue
de 144.9 mg/L (Tabla 4). Sin diferencia estadisticamente significativas entre ellas
(p > 0.05).

S7



EVALUACION ECOTOXICOLOGICA DE NANOPARTICULAS DE Al,0; EN DOS
MODELOS IN VIVO

[ ]

®
SNP

K2Cr207

60 o l_‘.
=) '
(=) —Z
3 e
=
:g 30 — i
S %\
= I SN
3 —
o
s AP,
© T = o

15 B ‘<

L._._—:ﬂc’
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Mortalidad (%)

Figura 14.- Porcentaje de mortalidad en nauplios de A. salina tras 48 h de exposiciéon con K2Cr207 a

concentraciones de 15, 30 y 60 mg/L

Con respecto al control positive (K2Cr207) en la Figura 14, se muestra que a
medida que la concentracion delsdicromato de potasio aumentaba, se registro
un mayor porcentaje de mortalidad-en los nauplios de Artemia, se registraron
con un comportamiento tipico de dosis-respuestas, con una mortalidad del
100% a la concentracion de 60 mg/L, conuha CLso muy baja de 9.9 mg/L (Tabla
4). Los resultados obtenidos del-egntrol positivo (K2Cr207), usado como téxico
de referencia (Centro de Calidad Ambiental,»2995), son similares a CLso que
oscilan entre los 9.1 mg/L (Ocaranza(et)al. 2019),.y 12 mg/L (Salazar et al.
2022), previamente reportados en ensayos agudos-eénsnauplios de Artemia tras
una exposicion de 48 h. En consecuencia, estos datos corroboran la coherencia

y consistencia de los resultados obtenidos en este estudio,

Tabla 4.- Concentracion letal media (CLso) de NP de Al2Os sintetizadas, obtenidas par/el método sol-gel
modificado por Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-butdxido de aluminio:agua Al1:1.5,

Al1:2.5, Al1:3.5 y K2Cr207, en nauplios de Artemia salina

Nanoparticulas CLso(mg/L)
All:1.5 185.85
All:2.5 144.95
Al1:3.5 174.65
K2Cr207 9.98
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Por otra parte, se analizo el dafio celular utilizando la tincibn con naranja de
acridina y observacién mediante microscopio Optico de epiflourescencia. Este
colorante se caracteriza por su intensa emision de fluorescencia, lo que permite
identifiear células muertas o con dafio en la membrana citoplasmatica, ya que se
une al ADN y genera una fluorescencia verde intensa, acumulandose en el
interior celular. En contraste, en células vivas o en las etapas tempranas de la
apoptosis, el calerante se intercala en el ADN y emite una fluorescencia verde
leve u opaca, losque indica la integridad de la membrana (Arulvasu et al., 2014,
Damas et al.,, 2019)~ En la Figura 15 se observaron las diferencias en la
intensidad de la fluoréscencia emitida en respuesta a la exposicion a las
diferentes sintesis de Al2O3; asi como de los controles negativo (sin NP) y
positivo (K2Cr207). En el cantrol negativo (Figura 15, a) se observaron una baja
emision de fluorescencia, indicativo de que las células no presentan dafio
alguno. En contraste, en las muestras expuestas a las concentraciones mas
altas de NP (125 mg/L) de los nhanemateriales Al1:1.5 y Al1:2.5 (Figura 15, b y
c), se apreciaron puntos de/fluorescencia intensos, los que sugiere que los
nauplios de Artemia presentarofn dafio Celtlar en la membrana citoplasmaética.
En contraste, a la misma dosis=de=la muestra Al1:3.5 (Figura 15, d), no se
observaron zonas intensas de fluorescencia, lo‘que indica que los nauplios de
A. salina no presentaban dafio celular.(Este compQrtamiento puede atribuirse a
diferencias en el potencial zeta, ya que valores“Cercano a cero promueve

menor interaccidn con las barreras fisiolégicas.

Se ha reportado que las NP catidnicas pueden tener una mayer toxicidad que las
aniodnicas, debido a que son mas facilmente incorporadas por las células (Weiss
et. al., 2021). Ademas, se ha observado que las NP hidrofébicas#y con cargas
positivas, como las de SiO2 causan menor citotoxicidad (Shahbazi et-al#2013).
En los nauplios expuestos a concentraciones 15 y 30 mg/L de K2Cr207 (Figura
15, f y g), se observo la presencia de puntos mas intensos de fluorescencia,lo
que sugiere dafio celular en los organismos. A la concentracidon mas 60 mg/L
de K2Cr207, se observo una fluorescencia verde intensa generalizada en todo
el cuerpo del nauplio, sefialando un fuerte dafio celular generalizado,

probablemente debido a la induccion de apoptosis.
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Figura 15.- Nauplios de Artemia salina observados en el microscopio 6ptico de epiflourescencia tras48+h

de exposicion a 125 mg/L de NP de Al-Os sintetizadas, obtenidas por el método sol-gel modificado por

Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-butoxido de aluminio:agua y tefiidas con naranja de
acridina. (a) Control negativo, (b) Al1:1.5, (c) Al1:2.5, (d) A11:3.5y control positivo con KzCr.07 a
diferentes concentraciones (e) 15 mg/L, (f) 30 mg/L y (g) 60 mg/L
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En este trabajo, se observo que el nivel de toxicidad de las NP de alimina esta
fuertemente relacionado por sus propiedades fisicoquimicas, como el tamafo,
la“‘morfologia, y la fase cristalina, lo cual concuerda diversos reportes en la
literaturas Se ha documentado que las NP de y-Al203 de tamafio pequefios de 5
nm, presentaron una toxicidad significativamente mayor en comparacién con
particulas mas, grandes, debido a su mayor superficie especifica y reactividad,
lo cual fue (evidente en una mayor mortalidad de Artemia salina a
concentraciones dey100 mg/L (Ates et al., 2015). Estos resultados coinciden
con los resultados~de esta investigacion, donde las NP mas pequefas

mostraron una toxicidad més pronunciada en los nauplios de Artemia salina.

Asimismo, la incorporacion de.metales como el niquel en la estructura de las NP
también provocan una mayor ‘texicidad en contraste con NP de alimina pura
(Svartz et al. 2017), debido a que‘un potencial zeta mas electropositivo favorece
la interaccion con las membranas celulares y en consecuencia alteran
fuertemente la morfoldgicas d€da Artemia salina, tales como el agrandamiento
de los intestinos y la pérdida de.antenas (Ozkan et al., 2016). En contraste, NP
obtenidas en este estudio presentaron un‘potencial zeta electronegativo en
condiciones de salinidad (Tabla 3), lo.que podria explicar su menor interaccion
con las barreras fisiolégicas de los organismos y{ en consecuencia, su menor
toxicidad en comparacion con las NP con cargas positivas, y porque no hay
diferencia significativa entre las sintesis. La presencia de.metales hace evidente
de que no solo el tamafio y la carga son importantes, sino también la composicion

quimica y la posible liberacion de iones metalicos téxicos en el medio.

Ademas, los resultados de esta investigacion reflejan que la fase cristalina de las
nanoparticulas también es fundamental en su efecto toxico. En concordancia con
lo previamente reportado por Nogueira et al. (2020), observaron que las.NP en
fase n presentaron una toxicidad mas elevada a bajas concentraciones que’las
NP en fase a, debido a una mayor tendencia a acumularse en el intestino de los
nauplios expuestos. Esta correlacion entre fase cristalina de los NP y la toxicidad
deja claro, la importancia de la caracterizar adecuadamente las NP antes de su

aplicacién potencial en los sistemas biolégicos.
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Otros estudios también sugieren que el tamafio y la tendencia a la agregacion
de las NP esta relacionada con su toxicidad. Las NP de TiOz, que suelen formar
agregados micrométricos, y suelen ser menos toxicas en su forma de menor
tamafe ernrcomparacion con NP mas grandes, acentuando que factores como la
carga superficial y la composicion quimica también son puntos criticos para la
ecotoxicidadGosteva et al., 2015). Estos resultados son similares a los datos
de esta investigacion, donde las diferencias en tamafio y estabilidad coloidal de
las NP de aluminassugieren su efectos toxicos en Artemia salina y Eisenia

foetida.

5.8. Ensayos de toxicidad en Eisenia foetida

Las lombrices de tierra, especialmente Eisenia foetida, son utilizadas como
indicadores de toxicidad debide®a su susceptibilidad a los contaminantes
presentes en el suelo. En este estudio, se evaluaron diversos parametros tras
la exposicion aguda a ‘NP..de AlzOs, incluyendo la coloracion y el
comportamiento de las lombricés, para ‘déterminar el impacto de estas NP en

su salud.

En la Figura 16 se muestran las lombrices expuéstas a las distintas sintesis de
NP a la concentracion mas alta (1000 mg/kg), jdnto con sus respectivos
controles. En el control negativo (Figura 16, a y e), las lombrices se observaron
sanas, sin dafios morfolégicos y con una coloracion rojiza tipica de organismos
no estresados. En contraste, en las sintesis Al1:1.5 (b), AlL:2.5 (c), y Al1:3.5
(d), las lombrices expuestas a 1000 mg/kg mostraron cambios notables, como
una coloracion rojiza oscura y una textura seca al tacto, movimientos mas
lentos y una respuesta reducida a los estimulos en comparacion ‘eondas del

control negativo, indicando una posible respuesta de estrés.

Particularmente, las lombrices expuestas a la sintesis de NP con mayor
proporcion de agua (Al1:3.5) mantuvieron una coloracion rojiza y una textura
mucosa incluso a la concentracibn mas alta, mostrando movimientos y
respuestas a estimulos comparables a las del control, lo que sugiere un bajo

impacto toxico de esta sintesis en comparacion con las demas.
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En el control positivo con cloroacetamida a concentraciones de 14.4 mg/kg
(Figura 16, f), 28.8 mg/kg (Figura 16, g), y 57.7 mg/kg (Figura 16, h), se
observaron signos evidentes de toxicidad. Las lombrices presentaron piel
asperay signos de irritacion y una coloracion grisacea. Sus movimientos eran
aletargados.y erréticos, y con una respuesta a los estimulos significativamente
reducida. Otro, parametro importante observado fue el liquido celémico, un
fluido de color,amarillo que estos especimenes expulsan como un indicativo de
estrés, especialmente en presencia de signos de dafio o inflamacion en la piel.
Aungue no existe?un~valor universal para determinar cuando la cantidad de
liqguido celémico es sufiCiente, se considera que un aumento significativo en su
produccion es un indicativo de estrés. Este aumento se detectd Unicamente en
las lombrices expuestas a (a sintesis All1:1.5 a la concentracion mas alta (1000
mg/kg). Este fendbmeno puede-atribuirse al tamafio hidrodinamico y al area
especifica de las NP de All:1.5, la que facilita su interaccion con los tejidos de
las lombrices, provocando una respuesta fisioldgica que resulta en la expulsion
de liquido celémico. En contraste, ens~las sintesis Al1:2.5 y All:3.5, no se
observo tal produccién, lo que™ stgiere que estas condiciones no generaron un
nivel de estrés suficiente para -desencadenar esta respuesta. En el control
positivo, la produccion de liquido celémico fue‘evidente, asociandose con un

elevado nivel de estrés en los organismos(De Paiva.et al., 2023).
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Figura 16.- Lombrices californianas sometidas a NP de Al2Os sintetizadas, obtenidas por el método sol<gel

modificado por Yoldas con distintas relaciones molares de tri-sec-but6xido de aluminio:agua 1:1.5 (b),
1:2.5 (c) y 1:3.5 (d), expuestas por 14 dias de exposicién a concentraciones de 1000 mg/kg. Se incluyeron

el control negativo (ay e) y el control positivo utilizando cloroacetamida a concentraciones de 14.4 (f), 28.8
(9)y 57.7 mglkg (h)
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Respecto a la mortalidad, no se registr6 ninguna de las lombrices muertas
después de la exposicion de 14 dias a las diferentes sintesis y las distintas
coneentraciones de las NP de Al20s, incluso a la concentracion mas alta de 1000
mg/kg« Sin embargo, en el control positivo con CICH2CONH:, se observaron
una respuesta dosis respuesta de mortalidad con el aumento de la
concentracion,, alcanzando un 100 % de mortalidad a 57 mg/kg (Figura 17),

incluso antes dé finalizar el tiempo del ensayo.

1 CICH2CONH2

57

Concentracion (mg/kg)
3

- —

0 10 20 30 40 50 60! 70 80 90 100
Mortalidad (%)

Figura 17.- Porcentaje de mortalidad en Eiseniafoetida tras.d4 dias de exposicion con CICH2CONH: a

concentracionesde™14, 28 y 57 mg/kg

En la Figura 18 se muestra la pérdida de peso em Eisenia foetida tras la
exposicion a nanoparticulas de Al20Os con distintas relaciones molares. Se
observo que en las sintesis Al1:1.5 y Al1:2.5, la pérdida despeso en las lombrices
fue mas pronunciada a medida que aumentaba la cohcentracion de las
nanoparticulas, lo que indicaba que la exposicion a concentraciones mas altas
tiene un impacto negativo en la salud de los organismos. El analisis’ estadistico
confirmo que existen diferencia significativas (p < 0.05), entre los tratamientos a
medida que aumentan la concentraciones de las NP Al1:1.5y Al1:2.5. Cenforme
la concentracion aumentada las diferencias en las pérdida de peso son. mas
evidentes. Las NP de All:1.5 mostraron un efecto mayor en la lombrices, ¢on

una pérdida de peso hasta del 30%.

Por otro lado, la sintesis con mayor proporcion de agua, All1:3.5, mostré una

pérdida de peso minima, incluso a la concentracién mas alta evaluada de 1000
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mg/kg, sugiriendo que esta formulacion tiene un menor efecto tdxico. En
comparacion, el control positivo con cloroacetamida mostré una pérdida de peso
estadisticamente significativa (p < 0.05), a medida que la concentracion
aumenptaba, evidenciando el fuerte efecto toxico de este compuesto, en las
concentraciones de 14.4, 28.8, y 57.7 mg/kg.
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Figura 18.- Pérdida de peso en Eisenia feetida tras 14.dias,de exposicién a NP de Al2O3, sintetizadas,
obtenidas por el método sol-gel modificado por Yoldas condistintas relaciones molares de tri-sec-butdxido
de aluminio:agua Al1:1.5, Al1:2.5 y Al1:3.5 * Letras iguales-n6 hay diferencias significativas entre las
concentraciones de cada tratamiento

En estudios previos, se ha evaluado la toxicidad de_manoparticulas de aliumina
en Eisenia foetida con resultados que sugieren efectos ne'letales. Coleman et al.
(2010) examinaron la alimina comercial de 11 nm~ (Sigma-Aldrich) en
concentraciones de 100, 300, 1000, 3000 y 10,000 mg/kg bajopruebas agudas
y no encontraron mortalidad en ninguno de los tratamientos. ‘'Sin embargo, las
concentraciones superiores a 3000 mg/kg afectaron significativamente la
reproduccion de capullos en las lombrices, lo que limita el uso de estas.NP en
aplicaciones ambientales debido a su impacto negativo en la reproduccién de los

organismos.

Por otro lado, Yausheva et al. (2017) compararon los efectos de NP de alumina
obtenidas mediante explosion eléctrica de un conductor en atmoésfera de argon
(54 nm, con un potencial zeta de 30+0.1 mV) sobre la microflora del suelo y el

intestino de E. foetida. En este estudio, las lombrices fueron expuestas a
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concentraciones de 50, 100, 300 y 3000 mg/kg. Los resultados mostraron una
disminucion progresiva de la microflora intestinal y del suelo a medida que
aumentaba la concentracion, con reducciones en el nimero de microorganismos
qgue oscilaron entre un 9.2 % y un 43.2 %. Ademas, se reportd una mortalidad
del 20 %/en la concentracion més alta de 3000 mg/kg. Estos hallazgos indican
que la toxicidad de las nanoparticulas de alumina depende no solo de la
concentracion, Sino también de sus caracteristicas fisicoquimicas, como el
tamafio y el potencial zeta. En ambos estudios subrayan la importancia de
realizar evaluacionesexhaustivas de los riesgos biolégicos asociados con las
nanoparticulas de aliminasy otros nanomateriales metdlicos, ya que su impacto
sobre la salud de los organismos y el ecosistema aun presenta muchas

limitaciones y riesgos potenciales que requieren un analisis mas integral.

Sin embargo, en el estudio de Piotrewska et al. (2021), se evalué el efecto de las
NP comerciales Al203 (<50 nm) y microparticulas Al203 (<10 um) obtenidas de
Sigma-Aldrich, en la especie Eisenia...Estas lombrices fueron expuestas a
condiciones agudas. Los resdltades de esta investigacion indicaron que las
nanoparticulas de alimina, en forma.nano ¥y micro no se acumularon de manera
significativa en los tejidos de estos erganismos. Esto sugieren que las lombrices
pueden moderar las consecuencias del'aumento.en la concentracion de las NP
en el suelo, lo que podria mitigar los efectos negativos asociados con estos
materiales, particularmente, considerando el creciente uso y la rapida
dispersién de las NP en el ambiente. Por lo que enfatizan la necesidad de
caracterizar las NP con mayor detalle a través de pruebas gcotexicoldgicas, ya
que el suelo es probable que se presenten en forma de agloemerados. Esta
interaccion de los nanomateriales con el suelo y la actividad de las\lombrices

pueden afectar la biodisponibilidad y potencialmente su ecotoxicidad:

Los resultados indican que, aunque existen estudios previos sobre el mso de
Eisenia foetida como modelo de toxicidad, las nanoparticulas de Al2O3 exhiben
efectos variados. Estos efectos dependen de multiples factores como el método
de obtencion de las NP y sus caracteristicas especificas. Esta variabilidad
subraya la necesidad de una evaluacion mas detallada para comprender

plenamente el impacto de estos hanomateriales en la toxicidad en el ambiente.
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6.1. Conclusiones

La”modificacion en la relacion agua-alcoxido durante la sintesis por sol-gel
mediante el método de Yoldas, permitio la obtencion de NP de alimina en la fase
y (gamma), con formas semi-esféricas, con tamafios inferiores a 100 nm y con
estabilidad _eoloidal controlada, favoreciéndose una baja toxicidad en los dos
modelos de€_estudio de Artemia salina y Eisenia foetida bajo condiciones de

exposicion agudas.

La adicion de agua‘en’las diferentes sintesis del 6xido de aluminio también se
evidencio a nivel melecular mediante el desplazamiento de las bandas
espectrales, confirmado ¢por FT-IR. Estos desplazamientos en las bandas
caracteristicas de Al203 probablemente se deben a las vibraciones asociadas de

los grupos O-H.

Sin embargo, a pesar de la variacion en la cantidad de agua utilizada durante la
sintesis, los tres nanomateriales presentaron una fase cristalina gamma (y).
Esto sugiere que las condiciones de sintesis empleadas en este estudio no
propiciaron la formacion de otras fases; mantepiendo un arreglo cristalino cubico.
Ademas, se observo que la forma y la.intensidad“de los picos en los patrones de
difraccion de rayos X proporcionaron ‘informacion sobre la estabilidad de la

estructura cristalina.

Al incorporar una mayor cantidad de agua en la sintesisyde aliumina, se
observaron cambios significativos en las propiedades estrdcturales de los
nanomateriales. En particular, se registré un aumento notable en el rea BET en
la muestra All1:1.5. La distribucion de poro de las tres muestras-mostréo un
comportamiento monomodal; no obstante, se observaron ligeras diferencias en
la intensidad, posicion y amplitud de las curvas. Los tres materiales presentaron
isotermas de adsorcion-desorcion del tipo 1V(a), con histéresis de tipo H2(b), lo
que es caracteristico de materiales mesoporosos. Ademas, los valores de
dimensién fractal indicaron que las muestras eran similares en cuanto a la
rugosidad superficial. Estos resultados se atribuyeron al efecto de la interaccién

superficial
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Los resultados de este trabajo indican que las propiedades fisicoquimicas de las
naneparticulas de alimina, como el tamafio, la morfologia, la carga superficial y
la fase, cristalina, juegan un papel crucial en su toxicidad en los modelos in vivo
de Eisenia foetida y Artemia salina. Las nanoparticulas mas pequefas y con
potencial_.zeta positivo mostraron una mayor toxicidad, afectando tanto la

supervivencia como el comportamiento de los organismos.

Se observaron algunes efectos, pero sin muerte de las E. foetida expuestas a
altas concentraciones-de nanoparticulas de alimina, incluyendo pérdida de
peso, cambios en la‘textura y coloracion de la piel, y una reduccién en la
respuesta a estimulos. EStos efectos fueron mas pronunciados en las sintesis
con menor proporcion de aguasylo que destaca la importancia de optimizar las
condiciones de sintesis para minimizar los impactos negativos en organismos
del suelo. En Artemia salina, las NP de alumina también mostraron efectos con
baja mortalidad, incluyendo alteraciones morfolégicas como la acumulacion de

nanoparticulas en el intestino“y_.cambios‘en el comportamiento.

Se observo que las NP mas pequefias’y con,carga positiva inducian un mayor
dafo celular, mientras que las nanoparticulas de Al1:3.5, que presentaban una
mayor proporcion de agua y carga negativa, mostraron un impacto toxico
significativamente menor, lo que refuerza la importancia de las condiciones de

sintesis en la mitigacion de la toxicidad de los nanomateriales.

70



EVALUACION ECOTOXICOLOGICA DE NANOPARTICULAS DE Al,0; EN DOS
MODELOS IN VIVO

[ ]

®
SNP

6.2. Recomendaciones

Los estudios sobre la toxicidad de las NP de 6xido de aluminio son aun limitados,
ya qué-la mayoria de la investigacion en ecotoxicidad se ha centrado en otros
nanomateriales, dejando un vacio significativo en el analisis de la alimina,
especialmente la alimina sintetizada mediante el método sol-gel. Por esta razon,
es fundamental llevar a cabo mas pruebas de ecotoxicidad de estos
nanomateriales. en modelos in vivo para comprender mejor sus efectos a largo
plazo, incluyenda poesibles cambios en el comportamiento y la reproduccion,
entre otros. Ademas, es crucial realizar una caracterizacion detallada de las NP
en términos de tamafo, morfologia y area superficial. Igualmente, es importante
diversificar los modelos bidlogicos, incluyendo tanto especies marinas como
terrestres, para obtener una=eomprension integral del impacto de estos
nanomateriales en el medio ambiente. En futuras investigaciones, se podrian
incorporar estudios de exposiciénvcronica y evaluaciones multiespecie para
recopilar datos que ayuden azllenar los vacios en el conocimiento sobre los
impactos a largo plazo de las"NP de alumina y su posible bioacumulacion en

diferentes niveles de la red tréficay
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Resumen de la
Tesis:

En este trabajo se sintetizaron NP de alimina controlando su morfologia
propiedades <mediante,__.utilizando diferentes relaciones molares de
alcoxido:agua (1¢1.55,2:2.5 y 1:3.5) y glicerol como aditivo para optimizar sus
propiedades y evaluar/su efecto _en la toxicidad de las NP. Se empled tri-sec-
butéxido de aluminio ‘cemo precursor del metal y HNOs como catalizador de|
sintesis. Los polvos seces_se calcinaron a 600 °C, 2°C/min durante 2 h y se
caracterizaron con diferentes técnicas: infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), difraccion de rayos X (XRD), dispersion de luz electroforética (ELS),
dispersion de luz dindmica (DLS), fisisoreion, de nitrégeno y microscopial
electronica de barrido (SEM). Los ensayos dé toxicidad aguda se llevaron al
cabo con los modelos biol6gicos Artemia salina y_EiSenia foetida para evaluar
la ecotoxicidad de las NP. Los tres nanomateriales (1:1.5, 1:2.5 y 1:3.5)
presentaron la fase cristalina gamma-alimina, y los tamafios de cristalito
calculados con la ecuacion de Scherrer fueron de 57, 59 y56)nm, mientras que
el tamafio hidrodinamico en agua fue de 515, 1743 y 145 nmj; respectivamente.
El potencial zeta a pH 7, fue de +12.9 mV y + 9.24 mV para la_sintesis 1:1.5
1:2.5 y -5.27 mV para la sintesis con la mayor proporcion de agua (1:3.5). La|
modificacion de las relaciones molares tuvo un efecto en las propiedades
texturales del material y la mesoporosidad de la superficie. Los valoresdel area|
superficial especifica, determinada mediante el método Brunauer-Emmett-

Teller (BET), fueron 266, 218 y 222 m?/g para las distintas muestras, mientras
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los tamafios promedio de poro oscilaron entre 5.6 y 7.9 nm. Para evaluar |a
toxicidad, se expusieron nauplios de Artemia salina durante 48 h a diferentes
concentraciones de nanoparticulas (125, 100, 75, 50 y 25 mg/L), junto con su
respectivo control y dicromato de potasio como toxico de referencia. La
exposicion a las diferentes nanoparticulas mostré una baja toxicidad, con
valores de CLso muy cercanos entre si de 185.85, 144.95 y 174.65 mg/L paral
las relaciones molares 1:1.5, 1:2.5 y 1:3.5, respectivamente, sin diferencias
estadisticas significativas entre ellas (p> 0.05), pero con diferencias
significativas respecto al K,Cr.0O7, con un CLso de 9.9 mg/L. Este bajo nivel de
toxicidad) fue confirmado mediante el marcador fluorescente naranja de
acridina{ donde se observd una fluorescencia verde opaca en los nauplios
expuestos indicando el bajo dafio celular. En contraste, los nauplios expuestos
al K,Cr,O; mostraron una fluorescencia verde intensa, lo que confirma los
severos dafos ‘celulares, probablemente causados por necrosis 0 apoptosis
avanzada, lo que explica el alto nimero de nauplios muertos. Los ensayos con
el modelo de Eisenia“foetida, también confirma la baja toxicidad de las NP, yal
gue no se registraron muertes durante los 14 dias de exposicién a las
diferentes concentraciones de las NP con respecto al toxico cloroacetamida. El
andlisis de la pérdida de peso.de las lombrices revelo que existen diferencia
significativas (p< 0.05), entre la ‘'sintesis y la concentraciones, siendo la sintesis
con mayor relacion molar de agua 1:3:5 la que muestra un menor efecto en lal
pérdida de peso de las' lombrices; do\ que sugiere que las propiedades
fisicoguimicas, especificamente la superficie, especifica, el volumen de poro, V|
el potencial zeta negativo, estan directamente relacionadas con la baja

toxicidad observada en Eisenia foetida.
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